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Zur Kenntnis des Invertins. 
Zwoélfte Abhandlung. 


Von 


Richard Willstiitter, Karl Schneider und Erwin Wenzel. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Rayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1925.) 








Theoretischer Teil. ? 


Die vorliegende Arbeit, mit der wir unsere Beitrige zur 
Kenntnis des Invertins abzuschlieBen genétigt sind, versucht 
die Adsorptionsmethode weiter zu entwickeln, um Saccharase 
in héherem Reinheitsgrade als bisher zuganglich zu machen. 
Der Vergleich der qualitativen Analyse und der Stabilitat 
reinerer Invertinpriparate soll dariiber AufschluB geben, ob 
einzelne chemisch definierbare Begleitstoffe fiir das aktive 
Enzym unentbebrlich, fiir seine Zusammensetzung wesentlich 
sind. Auch soll dadurch das Ausgangsmaterial verbessert und 
vervolistindigt werden fiir vergleichende Versuche tiber Hemmung 
der Saccharase, wie sie R. Kuhn und H. Miinch?) im Chemi- 
schen Laboratorium der Bayerischen Akademie erfolgreich in 
Angriff genommen haben, um die Abhangigkeit der Affinitats- 
verhaltnisse von der Zusammensetzung der Enzymkomplexe 
kennen zu lehren. 

In der zehnten Abhandling wurde angestrebt, durch An- 
wendung von Hefen, deren Invertingehalt bei Garfiihrung mit 
geringster Zuckerkonzentration sehr hoch, z. B. auf das 15fache 





“o'2 Ober Gluco- und Fructosaccharase“, im Druck in dieser Zs. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLI. 1 
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gesteigert worden war, und mit Hilfe feinerer Verfahren der 
Invertinfreilegung das Ausgangsmaterial fir die Darstellung 
von Invertin zu verbessern. Diese Versuche werden im experi- 
mentellen Teil der vorliegenden Arbeit weitergefiihrt. Die vor 
kurzem beschriebene fraktionierte Autolyse hat Hefeausziige 
geliefert, ,deren Saccharasekonzentration 4—8 mal gréfer ist 
als die der angewandten Hefen, wahrend bisher der Ubergang 
vom Pilz in das Autolysat die enzymatische Konzentration 
nur auf das Doppelte bis héchstens Dreifache gesteigert hatte“. 
Durch Vervollkommnung des Freilegungsverfahrens, das sich 
noch mehr auswihlend gestaltet, gelangen wir neuerdings zu 
Hefeausziigen, deren Saccharasewert 0,5—1 betrigt, also 
sogar das 10—20fache von demjenigen der invertinreichsten 
Hefen. Er steigt allein bei der Dialyse auf 2,5 (Zeitwert 0,40). 
Zumal nun die groBe Invertinkonzentration im Autolysat, die 
Abkiirzung des Alterns und die Verbesserung der Adsorptions- 
verfahren auch die friiher unvermeidliche teilweise Inaktivierung 
des Enzyms zu verhiiten gestattet, stand es wohl zu erwarten, 
daB die Adsorptionsmethode aus so giinstigem Ausgangsmaterial 
Invertinpraiparate von viel héherer enzymatischer Konzentration 
herausholen wiirde. Nichts Derartiges wird erreicht. Die Dar- 
stellung von Invertin wird nur bequemer. Ohne Miihe kommt 
man in kurzer Arbeit von der Hefe zu Invertinpriparaten von 
dem iiblichen Grenzwerte des Saccharasewertes, d.i. etwa 5. 
Daran Andert sich auch nichts, wenn man die fraktionierte 
Autolyse der Hefe bei Zimmertemperatur in schonendster 
Weise ausfiihrt und den AlterungsprozeB, durch den die Ad- 
sorption erleichtert wird, vermeidet. Die vorsichtige Freilegung 
des Invertins aus der Hefezelle und der in der Warme schein- 
bar energischer durchgefiihrte Abbau der Hefemasse fiihren zu 
Invertinpraparaten von gleichem Reinheitsgrade und von iiber- 
einstimmender Zusammensetzung. GréBere Unterschiede in der 
qualitativen Zusammensetzung des Invertins gibt es nur zwischen 
der raschen Autolyse unverdiinnter Hefe (sei es bei Zimmer- 
temperatur oder in der Warme), die wir heute anwenden, und 
der frither angewandten langsameren Autolyse verdiinnter Hefe. 
Bei dieser wird die’ Hefe viel weitgehender ausgeleert. Dies 
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bedeutet, dai so die Abbauenzyme viel stirker arbeiten als nach 
der Abtétung unverdiinnter Hefe, die wir in der letzten Zeit 
vorzogen. Die energischere Abtétung der unverdiinnten Hefe 
unter geeigneten Bedingungen (auch in der Warme) fihrt 
schonendere Invertinfreilegung herbei, die gelindere, langsame 
Abtétung verdiinnter Hefe bewirkt weniger auswahlende Hefe- 
entleerung und stairkeren Abbau des Invertinkomplexes. 

Das Ergebnis ist bemerkenswert und iberraschend, um so 
mehr, als mit der starken Anreicherung des Invertins in der 
Hefe nur eine geringfiigige Vermehrung anderer Enzyme Hand 
in Hand geht. Das Mengenverhidltnis der Saccharase zu den 
naher verwandten Stoffen (anderen Enzymen und Inaktivierungs- 
produkten) in den neuen Autolysaten ist weit giinstiger als in 
den alteren. Es lat sich noch giinstiger gestalten durch 
Trennung des Invertins von anderen Hefeenzymen. In einer 
demniachst zu verdéffentlichenden Untersuchung von R. Will- 
statter und E. Bamann wird die Maltase, deren Inaktivierungs- 
produkt sich bisher der Saccharase beimischte, durch aus- 
wahlende Adsorption mit bestimmtem Aluminiumhydroxyd von 
der Saccharase abgetrennt, die enzymatische Reinheit des 
Ausgangsmaterials also noch mehr verbessert. 

Der Vergleich der Invertinpriparate, die aus Autolysaten 
vom Zeitwert 1 nach den bisherigen Adsorptionsmethoden 
gewonnen werden kiénnen und an denen diese ihre Grenze 
erreichen, mit den ebenso reinen und etwas reineren Invertin- 
praparaten, die durch Kaolin- und Tonerdeadsorption aus 
Autolysaten vom Zeitwert etwa 200 gewonnen werden konnten, 
lehrt uns also, daB in den Autolysaten und Praparaten von 
heute die natiirlichen Aggregate der Saccharase mit ihren 
Begleitstoffen mehr geschont sind und daB die natiirlichen 
Knzymkomplexe bei der langsameren Vergiftung der mit Wasser 
verdiinnten Hefe und bei den langdauernden proteolytischen 
Vorgingen der Alterung in tiefgreifender Weise verindert 
werden, wobei ,die Saccharase ihre Gesellschaft mit Begleit- 
stoffen wechselt“. In Ubereinstimmung damit steht es, dab 
die neuen Priparate bei gleichem Saccharasewerte im. all- 
gemeinen viel bestindiger sind, als die friitheren. Beispiels- 

1* 
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weise sind zwei der reinsten Priparate, die im experimentellen 
Teil beschrieben werden, bei allen Vornahmen, einschlieBlich 
des letzten Kindampfens und der Elektrodialyse in ihrer 
Aktivitét konstant geblieben. 

Wenn es also einerseits gelingt, in einer langen Folge 
von Operationen jede Wirksamkeitsabnahme zu vermeiden, so 
sind wir andererseits in allen Versuchen dieser Arbeitenreihe 
bei der Saccharase niemals der Erscheinung der Aktivitits- 
zunahme begegnet, die vor kurzem H.v. Euler und K. Joseph- 
son") auf Grund der Versuche von H.v. Euler und I. Lindst4l 
mitgeteilt haben. 

Die Verarbeitung der Hefeausziige von 8.-W. 0,5—1 durch 
Adsorption mit Kaolin und mit Tonerde hat in der Steigerung 
der enzymatischen Konzentration wieder zu der Grenze gefiihrt, 
die wir in der achten Abhandlung nicht zu iiberschreiten ver- 
mochten. Das Enzym vom Saccharasewert etwa 5 ist mit seinen 
Koadsorbentien zu so festen Aggregaten vereinigt, daB es bei 
der Adsorption an Tonerde das Verhalten eines einheitlichen 
Stoffes aufweist. Einen gewissen Fortschritt erreicht man durch 
fraktionierte Ausfallung mit Tannin. Reinere Invertinpraparate 
geben unter gewdhnlichen Bedingungen mit Tannin keinen 
Niederschlag, aber in den bisher erreichbaren Reinheitsgraden 
werden sie bei 0° von ‘Tannin gefallt. Obne daB dieses Ver- 
fahren eine Scheidung des Enzyms von seinen hartnickigsten 
Begleitern erméglichte, hat es wenigstens erlaubt, Invertin von 
héherem Reinheitsgrad aus dem Tannatniederschlag zu isolieren 
und weniger reines in der Mutterlauge zuriickzulassen. Eines 
der Priparate von bisher héchsten Saccharasewerten (namlich 
9,48; wegen seiner geringen Bestindigkeit ist diese Zahl aus 
der ‘Wirkenmbieit vor der Dialyse und dem esac Meccan 
nach der Dialyse abgeleitet) ist so gewonnen. | 

Einen bedeutenden methodischen Fortschritt erblicken 
wir in einem Verfahren der fraktionierten Adsorption an ein 
Adsorbens, das erst in der Enzymlésung erzeugt wird. Durch 
anteilweise Bildung eines adsorptiv wirksamen Niederschlags 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 180 und zwar 8. 185 (1925). 
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von Bleiphosphat lassen sich die durch Kaolin und Tonerde 
gereinigten und nicht weiter zu reinigenden Invertinpraparate 
auf hihere enzymatische Konzentration bringen. Sie lassen 
sich derart fraktionieren, daB in den letzten Fraktionen 
Saccharasewerte von etwa 10 erreicht werden. Auch gelingt 
es mit dieser Methode, zum ersten Mal in sicherer Weise das 
Enzym von dem Produkt seiner Inaktivierung zu trennen. 
Bisher hatte die Adsorptionsmethode nicht fiir die Trennung 
des Enzyms von den ihm am niachsten verwandten Stoffen 
hingereicht; immer blieben ,,die in den kolloiden Eigenschaften 
dem Enzym nachstverwandten, durch das Fehlen der aktiven 
spezifischen Gruppe von ihm sich unterscheidenden Umwandlungs- 
produkte die hartnickigsten Begleiter“. Wenn Invertin durch 
Stehen oder Erwirmen der Liésung oder bei der Elektrodialyse 
eine starke WirksamkeitseinbuBe erlitten hat, so liefert die 
Fraktionierung mittels des anteilweise entstehenden Blei- 
phosphats eine Restlésung von Invertin mit dem vor dem 
Aktivitatsverlust gegebenen Saccharasewerte. 

Die ansehnlichen Verschiebungen im Tryptophangehalte 
des Invertins, die bei der fraktionierten Adsorption an Blei- 
phosphat beobachtet werden, bestatigen die Folgerungen, die 
unsere letzte Arbeit hinsichtlich der Bedeutung des Tryptophans 
fir die Zusammensetzung der Saccharase gezogen hat. Die 
Entdeckung des Tryptophans im Invertin von H. v. Euler und 
K. Josephson?) war von groBem Wert fiir die Kennzeichnung 
und fiir den Vergleich der Invertinpraiparate und fiir die Priifung 
der Leistungsfahigkeit der Adsorptionsmethoden. Es ist auch jetzt 
noch nicht méglich, auf einfache, leicht reproduzierbare Art die 
Saccharase vom tryptophanhaltigen Peptid zu befreien. Indessen 
sind wir, wie friiher, auch in dieser Arbeit und zwar bei der Blei- 
phosphatadsorption einer Fraktion des Invertins vom S.-W. 0,81 
(indirekt bestimmt 4,17) begegnet, die dasHnzym vollkommen frei 
von Tryptophan- (wie von Tyrosin-) Peptid enthielt. Es gelingt 
uns auch, schon die Freilegung des Invertins aus der Hefezelle so zu 
leiten, da8 in dem dialysierten Autolysat von Anfang an nur geringe 





1) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 859 (1924). 
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Mengen Tryptophan beispielsweise nur 0,25 mg auf 18.-E. treffen, 
wahrend in den Endpriaparaten von H.v. Euler und K. Josephson 
vom §.-W. 3,70 und 4,00 auf 1 S.-E. 0,667 und 0,695 mg 
Tryptophan trafen und wihrend die in dieser Arbeit beschriebenen 
reinsten Priparate von den Saccharasewerten 8,4, 11,9, 9,7 
auf 1 8.-E. 0,12, 0,16 und 0,18 mg Tryptophan enthielten. 
Wenn also auch die Forderung?) nicht erfillt ist, daB ,,repro- 
duzierbare Methoden angegeben werden kénnen, nach welchen 
Invertinpraparate tiberhaupt unter Beibehaltung ihrer Aktivitat 
von Tryptophan befreit werden kénnen“, so diirfte doch der 
Nachweis tiberzeugend geworden sein, daB der Gehalt an 
KiweiBspaltungsprodukten, nimlich an irgend einem bestimmten 
Peptid, fiir die Zusammensetzung der Saccharase unwesentlich 
ist. Es wird im folgenden gezeigt, daB der Gehalt an Tryptophan 
nicht einmal fiir die Bestandigkeit der Saccharaselésungen von 
Wichtigkeit ist. 

Wie aus den letzten Ausfiihrungen von H. v. Euler und 
K. Josephson?) hervorgeht, diirften in bezug auf die analytische 
Beschreibung und die Erklirung der Saccharase keine wesent- 
lichen Unterschiede zwischen der Auffassung unserer Stock- 
holmer Kollegen und der unserigen geblieben sein. 

Die Annahme’}, ,daB das Molekiil eines Enzyms aus 
einem kolloiden Trager und einer rein chemisch wirkenden 
aktiven Gruppe besteht“, heischt eine Ergainzung, die nach 
dem nun vorliegenden analytischen Material gegeben werden 
kann. Die chemisch definierten Begleitstoffe der Saccharase 
von kolloider Natur, wie Hefegummi, tyrosinhaltiges und trypto- 
phanhaltiges Peptid, anscheinend auch Nucleinséuren, die wir 
von anderen aus dem Ausgangsmaterial stammenden Fremd- 
stoffen nicht zu unterscheiden vermégen‘), treten mit der 

1) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 145, 8.130 und 
zwar S. 142 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 145, S. 130 (1925). 

*) R. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 8601 und zwar S. 3606 
(1922). 

*) Hiervon abweichend nehmen H. y. Euler u. K. Josephson an, 


daB der kolloide Trager genau zu unterscheiden sei von den aus dem 
Ausgangsmaterial stammenden Begleitstoffen (a. a. O., S. 132). 
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Saccharase vergesellschaftet auf und wirken bei den Adsorptions- 
vornahmen als Koadsorbentien. Wenn es gelingt, wie es bei 
jedem dieser Substanztypen der Fall ist, einen solchen Begleit- 
stoff von der Saccharase unter Erhaltung ihrer Aktivitat ab- 
zutrennen, so ist der Begleiter als bedeutungslos fiir die Zu- 
sammensetzung des Enzyms erkannt, mag er auch vielleicht auf 
die Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat, auf seine Hemmung 
durch dessen Spaltungsprodukte von HinfluB sein. Auf diesem 
Gedanken beruht die Methode unserer Arbeiten, unter Wechsel 
und Anpassung der Reinigungsvornahmen das Enzym von 
jedem einzelnen der chemisch definierten Begleitstoffe voll- 
stindig zu befreien. Die dabei gewonnenen Erfahrungen machen 
es wahrscheinlich, daB die Natur des kolloiden Tragers ver- 
anderlich ist. Ein einzelner kolloider Trager ist entbehrlich, 
wenn dem Enzym ein anderer geeigneter zur Verfiigung steht; 
das Enzym vermag seine Aggregate zu wechseln. Es erscheint 
nur noch nicht als erreichbar, die chemisch wirkende aktive 
Gruppe, die man das eigentliche Saccharasemolekil nennen 
sollte, unter Erhaltung der Wirksamkeit von den schiitzenden 
Kolloiden vollkommen abzutrennen. 


Experimenteller Teil. 


I. Fraktionierte Autolyse unter Neutralisation. 


Das beste Verfahren der Freilegung des Invertins ist die 
fraktionierte Autolyse nach der X. Abhandlung. Sie besteht 
in der Abtétung der unverdiinnten Hefe durch Toluol, Ab- 
trennung des Verfliissigungssaftes und kurz dauernde Autolyse 
bei 30°. Die Anwendung dieses Verfahrens auf die invertin- 
reichen Hefen, gewonnen durch Garfiihrung bei niedrigster 
Zuckerkonzentration (IX. Abhandlung), lieferte statt der Autoly- 
sate vom Zeitwert 206—114 Hefeausziige vom Zeitwert 5—2,5. 
Zu einer weiteren Verbesserung der Autolysate hinsichtlich 
der enzymatischen Konzentration fihrt die Neutralisation des 
Verfliissigungssaftes. Bei der Kinwirkung des Zeligiftes in der 
ersten Phase der Autolyse tritt reichlich Saéure auf. Es ist 
vorteilhaft, einige Zeit nach der vollstandigen Verfliissigung, 
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z B. nach 1 Stunde, Wasser (gleich dem Gewicht der Hefe) 
zuzusetzen und die Hefesuspension mit verdiinntem Ammoniak 
zu neutralisieren und bis zur Abtrennung nach zwei weiteren 
Stunden neutral zu halten. Dann nimmt die abzutrennende 
Flissigkeit mit den ersten Anteilen des Invertins eine gréBere 
Menge von Beimischungen fort als im Falle der sauren Reak- 
tion. Auch wird dadurch die enzymatische Freilegung des 
Invertins geférdert. Abhnlich giinstige Resultate werden erzielt, 
wenn man die Hefe anstatt mit Toluol durch Verreiben mit 
5—10°/, feingepulvertem Diammonuphosphat verfliissigt oder 
besser mit Phosphat+ Toluol. Der Puffer geniigt, so dai 
Neutralisation mit Ammoniak nicht mehr nétig ist. Dieses 
Verfahren wurde entweder bei Zimmertemperatur (6—8 Stunden 
bis zur Abtrennung) oder bei 30° (im ganzen 3 Stunden bis 
zur Abtrennung) ausgefiihrt oder auch nur die Verfliissigung 
bei 30° und die nachfolgende Invertinfreilegung bei Zimmer- 
temperatur. Man fand keine groBen Unterschiede im Verlauf 
der Autolyse, in ihrer Dauer, in der Reinheit der entstehen- 
den Invertinlésungen zwischen der Ausfihrung bei Zimmer- 
temperatur oder bei 30°, mit oder ohne Phosphat. 

Diese Verbesserung der fraktionierten Autolyse driickt 
sich in den itiberraschend giinstigen Zeitwerten von 4—1 aus, 
die beim Verarbeiten der invertinreichsten Hefen erzielt werden. 
Die Schwankungen in den Versuchsreihen sind indessen ziem- 
lich betrichtlich, da sich die Hefeproben auch bei gleich- 
artiger Vorbehandlung in den enzymatischen Vorgingen der 
Freilegung ungleich verhalten. Einige gute Beispiele ver- 
zeichnet die Tab. I. | 

Die verschiedenen Ausfiihrungsweisen der beschriebenen 
Invertingewinnung verglichen wir nicht allein, um die héchsten 
Reinheitsgrade der Hefeausziige zu erzielen, sondern vielmehr 
um zu priifen, ob die schonende Freilegung bei gewdhnlicher 
Temperatur andere Aggregaie des Invertins mit Begleitstoffen 
entstehen l4Bt, als der, wie man hatte vermuten kénnen, 
energischer verlaufende Abbau des Hefeinhalts bei 30°. Aber 
weder die Auflésung reichlicher Mengen von Hefegummi, noch 
die Vergesellschaftung des Invertins mit tryptophanhaltigen 
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Tabelle I. 
Verfahren der gebrochenen Freilegung des Invertins unter 
Neutralisation. 
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1] 18,3] Verfl. d. Tol. u. Aut. 
bei Zimmertemp. mit 
Neutral. d. Ammoniak | 6 1 | 80 | 12 § 6 1423 


2418,3 | Verfl. u. Aut. bei 30° 
mit 5°/, er + 
Ten ‘ 1 1 } 19 | 20 | 75 | 1,15 


$1 19,7 | Verfl. u. Aut. bei 30° 
mit 10°/, — + 
Tolaak . «4 1 2 18 | 36 | 68 | 1,19 


4119,7 | Verfl. d. Tol. u. Aut. 
bei 30° mit Neutrali- 
Oe eS 1 2 12 | 16 | 76 | 1,68 


5 | 19,5 dgl. 1|2) 9F tot ait 


























Peptiden lat sich vermeiden. Mit ahnlichen Abinderungen wie 
in Tab. I sind in weiteren Versuchen (Tab. II, 8. 10) aus sehr 
invertinreichen Hefen Autolysate gewonnen und teils vorsichtig 
ohne Alterung, teils nach 1—2tagiger Alterung bei 30° auf 
Praparate von hdherem Reinheitsgrade verarbeitet worden. 
Die zunichst durch Kaolinadsorption (Verfahren der X. Ab- 
handlung II1,, 8. 23), sodann mittels Tonerde (so wie im folgen- 
den bei der Verarbeitung der Alkoholfallung beschrieben) ge- 
reinigten Priparate wiesen keine bemerkenswerten Unterschiede 
auf. Sie enthielten 3—5°/, Tryptophan bei Zeitwerten von 
0,24—0,19. Nur die nach den dlteren Verfahren durch viel 
weitergehenden Abbau der Hefezelle gewonnenen und lange 
gealterten Autolysate ergeben Invertinpraparate von wesentlich 
anderer Zusammensetzung, durch starke Millonreaktion aus- 
gezeichnete, verhiltnismaBig tryptophanarme. 

Die zumeist von uns angewandte Methode (ahnlich 
wie im Beispiel der X. Abhandlung, S. 20) besteht in der 
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Tabelle II. 


Invertinpriparate nach mehr und weniger schonender Ausfiihrung der fraktionierten Autolyse 


unter Neutralisation. 








Zeitw. 
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Verfahren 
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Kaolinadsorption 
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Verfl. bei 80° ohne 
Neutr. u. Aut. (18 Std.) 
bei Zimmertemp. . . 


Verfi. mit Neutr. u. Aut. 
bei 80° (18 Std.) . . 


Verfl. u. Aut. b. Zimmer- 
temp. (12 Std.) . . . 


Verfl. u. Aut. b. Zimmer- 
temp. (12 Std.) . . . 


Verfl. u. Aut. bei 80° 
mit 10°/, Phosphat + 
Toluol (18 Std.) . . 
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Fiihrung der Brauereihefe zu einem Zeitwert von etwa 20, 
Abtétung in unverdiinntem Zustand mit Toluol bei 30°, Ver- 
diimnen mit gleichem Gewicht Wasser nach 1 Stunde und 
Neutralisieren mit verdiinntem Ammoniak, Abtrennung der 
neutral gehaltenen Vorfraktion nach zwei weiteren Stunden, 
Freilegung des Invertins in einem Arbeitstag oder einem ganzen 
Tag bei 30° mit einer Ausbeute von 95°/, des nach der Ab- 
trennung noch vorhandenen oder ungefahr 85 °/, des gesamten 
Hefeinvertins. Das mit der doppelten oder vierfachen Wasser- 
menge verdiinnte Autolysat wird zunichst mit der Zentrifuge 
abgetrennt und zweckmaBig erst danach durch geringes An- 
siuern mit Essigsiure von EiweiB vollistindig befreit. 

Beschreibung: Die neuen Autolysate, deren Zeitwert 
gewohnlich zwischen 2 und 1 liegt, sind bei einem Gehalt von 
1 S.-E. in 40 ccm so gut wie farblose, wasserklare Lésungen, 
erst nach dem Eindampfen (auf 1 S.-E. in 2—4 cem) griinlich- 
gelb und etwas triib. Eingetrocknet geben sie hygroskopische, 
sandfarbige Pulver. Die Millonprobe fallt deutlich aus, aber sie 
kann allein bei der Dialyse oder bei einer Fallung mit Alkohol 
oder einmaliger Adsorption mit Kaolin verschwinden. 

Ein solches Autolysat vom Zeitwert 1,19 enthielt, be- 
zogen auf Trockengewicht, 7,3°/, Hefegummi und 1,10 o,, 
Tryptophan, d.i. auf 1 S.-E. 4,35 mg Hefegummi und 0,65 mg 
Tryptophan. Es wurde unter zweimaligem Wechsel der Fisch- 
blase der Dialyse unterworfen, deren Wirkung in 3 Wochen be- 
endet war (Verlust 6°/,). Die enzymatische Konzentration war 
aufs dreifache gestiegen (Zeitwert 0,39—0,40), der Tryptophan- 


gehalt in Prozenten des Trockengewichtes fast unverandert 


geblieben (gef. 1,16 und 1,25°/,), aber berechnet auf 1 S.-E. 
auf 4/, zuriickgegangen (0,23 mg Tryptophan auf 18.-E.). Die 
auf 1%.-E. treffende Tryptophanmenge ist also ohne eine 
weitere Reinigung 4 mal kleiner als in den besten Priparaten 
der VIII. Abhandlung. 

_ Die durch langdauernde Dialyse auf so hohe Zeitwerte 
gebrachten Autolysate eignen sich nicht mehr fiir die An- 
wendung der Kaolinadsorption. Der Adsorptionswert ist zwar 
hoch (beim angefihrten Beispiel 1,12 bei 90°/, Adsorption), 
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aber infolge von Enzymzerstérung am Kaolin la8t sich keine 
gute Elutionsausbeute erzielen (gef. 43°/, in der Elution). 

Um mit Invertin kinftig zu arbeiten, wird man, wenn 
Beimischungen von Hefegummi und von Peptiden nicht stéren, 
einfach die hier beschriebenen Autolysate anwenden. Zu 
Praparaten von héherem Reinheitsgrade gelangt man (ohne 
langdauernde Dialyse) am einfachsten durch einmalige Adsorp- 
tion an Kaolin (wie in der X. Abh. S. 23 beschrieben) oder 
zweckmaBig durch Fallung mit Alkohol und einmalige Adsorp- 
tion an Tonerde (vgl. VIII. Abh. 8.273 und X. Abh. 8.26). Nur 
fir das letztere Verfahren soll, da es noch verbessert werden 
konnte, ein Beispiel angefiihrt werden. 

Fallung durch Alkohol: Ein frisch bereitetes Autolysat 
(1,5 Liter enthaltend 20,9 S.-E., Zeitwert 1,15) wurde auf 0° 
abgekiihlt und mit n/1-Hssigsiure (5 ccm) zu einem p,, von 
etwa 5 angesiuert. Beim Vermischen mit dem _ gleichen 
Volumen auf — 20° gekiihlten Alkohols fiel eine geringe Menge 
Niederschlag aus, zu wenig und fein zum Zentrifugieren. Wir 
saugten die Suspension auf 2 Nutschen durch Filter ab, die 
mit einer 1 mm dicken Schicht von Kieselgur bedeckt waren. 
Man konnte den Gur leicht vom Papier ablésen und durch 
Verriihren mit Wasser eine klare filtrierbare Enzymlésung 
gewinnen. Sie enthielt in 370 ccm 20,7 8.-E. vom Zeitwert 
0,45 (unmittelbar — ohne Dialysenverlust — bestimmt). 

Tonerdeadsorption: Die Invertinlésung wurde auf 92 cem 
eingeengt. Bei dieser hohen Konzentration adsorbierten wir 
mit 0,40 g Tonerde (in 40 ccm Wasser) 18,7 E. Der Adsorp- 
tionswert war schon sehr hoch, naimlich 47 (Verd. 1 S.-E. in 
6,5 ccm). Das 3 mal gewaschene Adsorbat lieferte, in '/, Liter 
Wasser suspendiert, beim Versetzen mit 4 g Diammonphosphat 
und Umschiitteln in 5 Minuten eine erste Elution, die 13 8.-E. 
enthielt. Der Reinheitsgrad des Praparates war S.W. 7,31 
(Zeitwert 0,137), aber infolge von 6°/, Verlust bei der Dialyse 
und 8°/, bei der Elektrodialyse wies es praktisch nur den 
Zeitwert 0,158 auf. Es war frei von Hefegummi und enthielt 
2°), Tryptophan. 
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If. Fraktionierte Fallung durch Tannin. 


Invertin gibt mit Tannin unter iiblichen Bedingungen 
keine Fallung, selbst bei hoher Konzentration. Ein anderes 
Verhalten beobachteten wir aber bei tiefer Temperatur. Beim 
Abkihlen auf 7° tritt Triibung ein, die bei 4° dichter wird 
und bei 0° die Form eines weifflockigen Niederschlags an- 
nimmt, der sich in der Zentrifuge von der Fliissigkeit trennen 
laBt, die, solange die Temperatur tief ist, milchig bleibt. Die 
Fallung ist weniger von der Konzentration des Invertins, als 
von der des ‘T'annins abhéngig; auch verdtinnte Invertinlésungen 
geben bei 0° Niederschlage auf geniigenden Zusatz von Tannin. 
Aber die Abtrennung der Tanninfallung in der Zentrifuge, 
wobei die niedrige Temperatur beibehalten werden muB, wird 
durch Anwendung sehr konzentrierter Invertinlésungen (1 8.-E. 
in 1—1,4 ccm) erleichtert. Gleichwie pflanzliche Peroxydase}) 
in jedem bisher erreichbaren Reinheitsgrad mit Tannin eine 
volistandige Fiallung gibt, so bildet bei 0° Invertin auch 
von hohem Reinheitsgrad den Tannatniederschlag z.B. ein 
Praparat von S.-W. 7,3; aus den Mutterlaugen der Nieder- 
schlige la8t sich durch vermehrten Zusatz von Tannin das 
Invertin vollends ausfillen. Eine Trennung in tanninfallbaren 
und -unfallbaren Anteil erfolgt also nicht. Die Bestindigkeit 
des Invertins gegen Tannin ist bei gewéhnlicher Temperatur 
ziemlich gering, nur durch rasches Arbeiten bei der tieferen 
Temperatur gelingt es, die Enzymzerstérung in maBigen Grenzen 
zu halten. 

In Versuchen bei 20° mit Invertin vom 8.-W. 1,39 beobachteten 
wir bei einer Konzentration von 15.E. in 20cem mit 0,38 g Tannin 
auf 158.-E. sofort nach Zusatz des Tannins 8, nach 45 Min. 38, nach 
75 Min. 41 °/, Verlust von Invertin. Als sogleich nach dem Tannin die 
zur Adsorption erforderliche Menge Tonerde zugesetzt wurde, betrug 
der Verlust alsbald schon 15, nach 45 Min. 40, nach 75 Min. 50°/,. In 
Versuchen bei 0° mit 1 8.-E. in 6,5 cem war der Invertinverlust sofort 
nur 2, nach 45 Min. 11°/,, in 50fach verdiinnter Liésung in 45 Min. 
18°,. Auch bei 0° war die Enzymzerstérung in der tanninhaltigen 
Lésung auf Zusatz von Tonerde bedeutend, z. B. in 45 Min. 87 °,. 





1) R. Willstaitter u. A. Pollinger, III. Abh. tiber Peroxydase, 
Ann, der Chem. Bd. 480, 8S. 269 und zwar 8. 282 (1922/23). 
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Es ist bemerkenswert, daB, abgesehen von dieser Enzym- 
zersetzung, die durch rasches Arbeiten einzuschrinken ist, und 
von starker Erniedrigung des Adsorptionswertes das Tannin 
die Adsorption an Tonerde nicht stért. Man kann daher das 
Enzym leicht vom Tannin trennen, sei es beim Verarbeiten 
der Tannatfallung, die in der Kalte aufgelést und mit Ton- 
erde versetzt wird, oder bei der Isolierung des Invertins aus 
der Mutterlauge der Fallung, die man behufs Adsorption stark 
verdiinnt. Die invertinhaltige Tonerde aus der Tannatfillung 
zeigt nur spurenweise Tanninreaktion, beim Verarbeiten der 
tanninreichen Mutterlauge geht zwar Tannin in die Tonerde 
mit, aber nicht in die Diammonphosphatelution. 

Das Tanninverfahren erméglicht, den Reinheitsgrad von 
Invertinpraparaten, an denen die Reinigung mit Kaolin und 
Tonerde ein Ende erreicht zu haben scheint, noch weiter zu 
steigern. Aber die Methode, brauchbar fir die Abtrennung 
von Hefegummi, versagt in bezug auf die Beseitigung von 
Tryptophan. Als wir in 4 Versuchen Invertin mit Tannin 
fraktioniert fallten, wiesen die einzelnen Anteile, die aus den 
Niederschligen gewonnenen mit héheren Saccharasewerten und 
die aus den Mutterlaugen isolierten mit niedrigeren, im Trypto- 
phangehalt keine bemerkenswerten Unterschiede auf. 

Beispiel: 2,5 S.-E. eines 5,8 °/, Tryptophan enthaltenden 
Priparates, dessen S.-W. bei 14tagigem Stehen von 7,58 auf 
7,04 zuriickgegangen war, wurden auf 3,4 com eingedampft 
und auf 0° abgekihlt; auch die Lésung von 0,82 g Tannin in 
3 ccm stand in Eis. Den Becher einer Zentrifuge fillten wir 
mit Calciumchloridlésung von — 15° und befestigten darin mit 
Korkstiicken ein kleines Zentrifugenglas. In diesem nahmen 
wir die Fallung vor, um sofort zu zentrifugieren. Den Nieder- 
schlag von zaher Konsistenz verriihrte man mit Wasser von 0°. 
Die tribe Flissigkeit enthielt zufolge der sofort ausgefiihrten 
Bestimmung 1,64 E., die Restlésung 0,14 E., der Verlust be- 
trug also 28°/,. Mit Tonerde wurden bei 0° 1,48 E. adsorbiert 
und mit Diammonphosphat 1,46 E. eluiert. Fir das Invertin 
der Elution berechnet sich aus der gemessenen Wirkung und 
dem Trockengewicht nach der Dialyse und Elektrodialyse der 
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S.-W. 9,43 (Zeitwert 0,106); infolge kleiner Verluste bei beiden 
Dialysen besaB aber das Invertin vor der Elektrodialyse nur 
den S.-W. 8,34 und am Ende 8,07. Der Tryptophangehalt 
war 5,9 °/,. 

In drei anderen Beispielen wurde noch die Restlésung 
durch weiteren Tanninzusatz gefallt und mittels der Tonerde- 
adsorption gereinigt. 


Invertin aus der I. Tanninfallung. Aus der Restlésung. 

S.-W. 4,54; Tryptophan 2,7°/, S.-W. 1,59; Tryptophan 1,7°/, 
S.-W. fees a 5,9°,  §.-W. 1,89; ig 2,2 °F, 
S.-W. 4,17; . 8.7%,  %.-W. 4,00; . 8,6 /, 


Ill. Methode der fraktionierten Adsorption mit 
entstehendem Bleiphosphat. 


1. Trennung von aktivem und inaktiviertem Enzym. 

Es ist bisher nicht gelungen, Saccharase oder ein anderes 
Enzym von beigemischtem inaktiviertem Enzym zu trennen. 
Die Adsorption an Kaolin, bei der reinere Enzymlésungen 
leicht Inaktivierung erleiden, hat, wie einige Beispiele der 
achten Abhandlung (S. 275) zeigten, nicht erlaubt, den infolge 
von Enzymzerstérung ungiinstig gewordenen Saccharasewert 
wieder zu steigern, Falls etwa teilweise Trennung von aktivem 
und inaktiviertem Enzym am Kaolin erfolgt, so wird die Er- 
scheinung iiberdeckt durch erneute Inaktivierung. Etwas 
giinstiger sind die Erfahrungen mit Tonerde. Es ist wenigstens 
mit Sicherheit gelungen, den Saccharasewert von Invertin, das 
durch Inaktivierung am Kaolin sehr stark gelitten hatte (z. B, 
Praparat 1b und 2b der Tab. XV der achten Abhandlung), 
durch Adsorption an Tonerde C und Elution einigermaBen zu 
steigern (von S.-W. 0,161 auf 0,303). Aber bei reineren Pri- 
paraten war die Adsorption mit Tonerde C nicht geeignet fiir 
die Abtrennung inaktivierter Anteile. 

Durch anteilweise Bildung eines adsorbierend wirkenden 
Niederschlags von Bleiphosphat in den Invertinlésungen (die 
reineren Priparate werden von Bleiacetat allein auch bei 
hdherer Konzentration nicht mehr gefallt zum Unterschied von 
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den Autolysaten) gelang es in einer Anzahl von Fallen, und 
zwar in allen, die untersucht wurden, inaktiviertes Invertin 
von aktivem abzutrennen. Die ersten. Fraktionen des Phosphat- 
niederschlages enthielten das wenigst aktive Enzym. Es kam 
sogar wiederholt vor, daB ein Anteil des Bleiphosphats gar 
kein aktives, also nur inaktiviertes Enzym adsorbierte. Der 
Adsorptionswert des Bleiphosphats ist verhaltnismiBig hoch, 
z. B. wurden von 1 g 8—105S.-E. aufgenommen. Bei anteil- 
weiser Bildung des Niederschlages waren die Adsorptionswerte 
sehr differierend, mit zunehmender Reinheit des Enzyms 
steigend. 

Der Niederschlag wurde hiaufig so erzeugt, daB man fiir 
einen gewissen Anteil des Enzyms die ausprobierte Menge 
von Ammonphosphat in die konzentrierte Invertinlésung aus 
der Biirette einflieBen lieB, sodann aus einer zweiten unter 
heftigem Schiitteln die Aaquivalente Menge Bleiacetat. Der 
Niederschlag bildet eine feinflockige Suspension, ein kleiner 
Teil aber blieb milchig und war in der Zentrifuge nicht zu 
klaren. In anderen Fallen lieBen wir aus 2 Mikrobiiretten 
abwechselnd sehr kieine Aquivalente Mengen von Ammon- 
phosphat und Bleiacetat eintropfen. Dabei entstand eine 
opalisierende Lésung von Bleiphosphat, das weiterhin nur 
zum kleineren Teil ausflockte. Nur der letztere Teil war 
leicht abzutrennen. Die kolloidale Flissigkeit gab auf Zusatz 
von etwas Ammonchlorid erst beim Einengen im Vakuum 
einen invertinhaltigen Phosphatniederschlag. Fir die syste- 
matische Fraktionierung war = einfachere erste Verfahren 
das geeignetere. 

Eine Nebenerscheinung bei dieser Fraktionierung war die 
im 3. Abschnitt des Kapitels zu behandelnde Verschiebung 
des Tryptophangehalts; eine der im Beispiel 4 gewonnenen 
Invertinfraktionen war vollkommen frei von Tryptophan. 


1. Beispiel. . 

Inaktivierung am Kaolin: Autolysat vom Zeitwert 1,63 
wurde mit Alkohol von — 20° gefallt. Das so abgeschiedene 
Invertin war so rein, da8 es Adsorption an Kaolin nicht mehr 
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vertrug. Von 32,1 E. wurden 27,4 E. mit 82 g salzsaure- 
behandeltem Kaolin adsorbiert, aber nur 12,0 E. lieBen sich 
eluieren. Davon adsorbierten wir von neuem 11,4 KE. mit 
15,3 g Kaolin und vermochten wieder nur 5,7 E. zu eluieren. 
‘Nach der Dialyse lagen 5,2 E. vom S.-W. 1,59 (Zeitwert 0,63) 
vor, wahrend ohne Inaktivierung der Saccharasewert mindestens 5, 
wahrscheinlich 6 betragen hitte. 

Fraktionierte Adsorption: Mit 0,1 g Ammonphosphat und 
0,43 ¢ Bleiacetat wurden 1,03 E. gefallt, aus der Restlésung 
mit derselben Menge Phosphat 0,47 E. 


Die Elution der vereinigten Bleiphosphatanteile ergab 
nur 0,424 E. vom S.-W. 1,37 mit 2,4°/, Tryptophan. 


Die triibe Restlésung (3,7 E., nach Entfernung des kolloiden 
Bleiphosphats 3,35 E.) enthielt nach Dialyse und Elektrodialyse 
nur 2,9 E. vom S.-W. 4,0, wihrend ohne die Verluste bei den 
letzten Operationen S.-W. 4,55 (Zeitwert 0,22) erreicht worden 
ware. Tryptophan 2,7°/,. 


2. Beispiel. 

Inaktivierung durch Aufbewahren. Das Invertin hatte 
bei monatelangem Aufbewahren mehr als 50°/, seiner Ak- 
tivitéit verloren; angewandt 13,0 S.-E. vom S.-W. 1,96 (Zeit- 
wert 0,51). 

Fraktionierung: Der erste aus 0,3 g Diammonphosphat 
und 1,29¢ Bleiacetat erzeugte Niederschlag nahm kein aktives 
Invertin auf, dagegen der zweite aus 0,2 g Phosphat und 
0,86 g Bleiacetat schon 3,58 E. Die Elution daraus lieferte 
2,40 E., die bei der Dialyse auf 1,96 E. zuriickgingen. 8.-W. 4,35 

{ohne Verlust 5,31). 
- _Zwei folgende Fallungen durch je 0,1 g Diammonphosphat 
adsorbierten 1,37 und 1,75 E. und lieferten in der Elution 
2,08 E., nach der Dialyse 1,73 E. vom S.-W. 5,56 (ohne Ver- 
lust 6,67). 

In der triiben Restlésung waren noch 6,3 E.; beim Stehen 
flockte ein wenig invertinhaltiges Bleiphosphat aus, danach 
lagen 5,38 E. vor vom S.-W. 5,56 (Zeitwert 0,18). | 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLI. 2 
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8. Beispiel. 

Inaktivierung durch Erwirmen und Elektrodialyse. Aus 
23,08 8.-E. vom 8.-W. 4,76 mit 4,2°/, Tryptophan gingen durch 
Zersetzung von 84°/, des Enzyms 3,24 E. vom S.-W. 0,70 hervor. 

0,1 g Diammonphosphat mit entsprechendem Bleiacetat 
entfernten 1,32 E., wovon nur 15°/, eluierbar waren. Nach 
der Dialyse waren 0,192 EK. vom 8.-W. 0,434 mit 3,6°/, Trypto- 
phan vorhanden. 

Die Restlésung (1,92 E.) erlitt nur bei der Elektrodialyse 
einen kleinen Verlust, so daB praktisch der S.-W. 1,76 erreicht 
wurde, ohne die neue Inaktivierung 1,93. Tryptophangehalt 
6,1 %,. 

4. Beispiel. 2 

20,3 E. von Invertin, das durch 4 Monate langes Auf- 
bewahren in Lésung einen Aktivititsverlust von 25°/, erlitten 
hatte und S.-W. 3,13 besaB, wurden 3mal mit 0,1 g Ammon- 
phosphat und Bleiacetat, dann mit 0,2 g gefallt. 


1. Frakt. 0,65 E. ads.; eluiert 0,37 E., S.-W. 1,35. 
2 , S008. .3 , 1k eee. 


3. , 21 EB. , 3; 4, «11,87 B., nach Dialyse 1,06 E., S.-W. 4,0 
(4,35). 

4. , 55 EB. , 3; 4 «2,98 E., nach Dialyse 2,50 E., S.-W. 4,54 
(5,47). 


5. Restlés. mit 10,0 E., nach Eindampfen und Filtrieren 9,67 E., nach 
Dialyse 8,95 E., S.-W. 5,88 (6,25). 


Diese Restlésung erlitt beim Stehen und langsamen Er- 
wirmen bis auf 40° einen Wirksamkeitsverlust von 59°/,. Die 
noch vorhandenen 3,63 E. vom S.-W. 2,32 zerlegten wir in 
3 Fraktionen durch zweimalige Niederschlagsbildung mit je 
0,05 g Diammonphosphat. 


Frakt. 5a. 0,81 E. ads., 0,52 E. eluiert, nach Dialyse und El.-Dialyse 
0,885 E. vom S.-W. 2,0; Tryptophan 3,5°/,. 

Frakt. 5b. 1,38 E. ads., 0,98 E. eluiert, nach Dialyse und El.-Dialyse 
0,66 E. vom 8.-W. 2,94 (4,35); Tryptophan 2,2°/,. 

Frakt. 5c. Die Restlésung enthielt 1,44 E., nach Eindampfen und Kliren 

1,35 E. Diese gingen bei der Dialyse auf 1,01 E., bei ein- 

stiindiger Elektrodialyse auf 0,262 E. zuriick. Das Praparat 

besaB schlieBlich den S.-W. 0,818, es hitte aber ohne die 

zuletzt erfolgten Inaktivierungen S.-W. 4,17 erreicht; Klirung 





> 
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und Filtration waren nicht mehr vorgekommen. Es war 
frei von Tryptophan. 


2. Teilweise Verdriingung des Tryptophans dureh zugefligte Peptide. 


Nach den vervollkommneten Methoden der Invertingewin- 
nung wird die Freilegung dieses Enzyms mehr und mehr von 
der allgemeinen Autolyse der Hefe getrennt und der weit- 
gehende Abbau der Heferaasse vermieden. Die in der vor- 
liegenden Arbeit angewandten Hefeausziige enthalten daher 
1§8.-E. in nur 50—100 mg Trockensubstanz, nach langer Dialyse 
in nur 20 mg, wahrend in den in unseren ersten Arbeiten un- 
gefahr nach dem Verfahren von ©.S. Hudson (sogenannte rasche, 
d. h. 4—7 Tage dauernde Autolyse der mit Wasser verdiinnten 
Hefe bei Gegenwart von Toluol) dargestellten Invertinlésungen 
auf 1S.-E. 10 g Trockensubstanz trafen. Die Alteren Auto- 
lysate enthielten groBe Mengen von HiweiBabbauprodukten; 
beim Abbau vergesellschaften sich namentlich die Millon- 
reaktion gebenden Peptide, also wahrscheinlich Tyrosinpeptide, 
mit dem Invertin. Dadurch war es bedingt, daB das trypto- 
phanhaltige Peptid verhiltnismaBig leicht abgetrennt werden 
konnte, wofiir unsere VIII. Abhandlung ein treffliches Beispie] 
anfihrte (S. 300). Es ist nicht méglich, dieses Beispiel mit 
Invertin aus den anders dargestellten Autolysaten zu wieder- 
holen. In den reineren Hefeausziigen gehért das von 
H. v. Euler und K. Josephson entdeckte tryptophanhaltige 
Peptid zu den zihen Begleitern des Enzyms. 

Wir untersuchten, ob durch Zusatz eines beliebigen 
anderen Peptides das tryptophanhaltige aus dem Invertin- 
komplex verdrangt werden kann und verwandten daftir Leucyl- 
glycin, Leucylglycylglycin und Glycyltyrosin. Durch anteil- 
weise Bildung von Bleiphosphat wurden dann die Praparate 
in Fraktionen zerlegt, die wir hinsichtlich des Tryptophan- 
gehaltes verglichen. Mit dem Zusatz von Leucylglycin (auch 
vom Tripeptid) fiel die Fraktionierung in bezug auf den 
Tryptophangehalt giinstiger aus, als bei der fraktionierten Ad- 
sorption mit entstehendem Bleiphosphat allein. Um die ein- 


-gelnen Fraktionen zu vergleichen, wird der Tryptophangehalt 
9* 











20-~=sCRichard Willstatter, Karl Schneider und Erwin Wenzel, 


auBer in Prozenten der Trockensubstanz auch in Milligramm 
auf 1S.-E. angegeben. 


1. Beispiel. 

6,25 S.-E. vom 8.-W. 4,35 enthielten 3,9°/, Tryptophan, d. i. 0,39 mg 
auf 1 §.-E. Nach Zusatz des gleichen Gewichts, also von 78 mg Leucyl- 
glycin fallten wir 2 mal mit je 0,1 g Diammonphosphat und entsprechen- 
dem Bleiacetat. Das zweite Adsorbat lieferte beim Eluieren 1,69 S.-E. 
vom S.-W. 6,54, 2,0°/, Tryptophan enthaltend, d.i. 0,15 mg pro 1 S.-E. 

Die Restlésung, durch Zusatz von Ammonchlorid, Eindampfen und 
Kliren von Bleiphosphat befreit, enthielt 2,28 E., nach Elektrodialyse 
2,17 E. vom 8. W. 4,17 mit nur 0,75°/, Tryptophan. Sie enthielt noch 
Leucylglycin und verlor bei zehntigiger Dialyse noch betrichtlich an 
Trockengewicht, freilich unter gleichzeitiger Enzymzerstérung. Der 
~raktisch erreichte S.-W. war 5,03, der auf die urspriingliche Wirksam- 
keit berechnete 8,41 (Zeitwert 0,119). Hieraus und aus dem am Ende 
gefundenen Tryptophangehalt von 2°/, berechnen sich 0,12 mg auf 1 S.-E. 


2. Beispiel. 

8,5 S.-E. vom S.-W. 3,57 enthielten 3,5°/, Tryptophan, d.i. 0,49 mg 
auf 18.-E. Von Leucylglycin wurde das Doppelte des Trockengewichts, 
nimlich 240 mg, zugesetzt. Durch Bildung des Niederschlags von Blei- 
phosphat in 3 Anteilen erhielten wir folgende Fraktionen: 

1. 0,93 E. vom S.-W. 2,86, 2,0°/, Tryptophan d. i. 0,35 mg auf 15.-E. 
2. 2,05 E. vom 8.-W. 3,45, 5,7°/, Tryptophan d.i. 0,83 mg auf 15.-E. 
8. 1,59 E. vom 8.-W. 4,16, 3,4°/, Tryptophan d.i. 0,40 mg auf 15.-E. 
4. Restlésung, 1,08 E., unter AktivititseinbuBe, aber ohne Filtrieren 

dialysiert und elektrodialysiert, erhalten 0,891 S.-E. vom wirklichen 

S.-W. 5,99 und vom berechneten 38.-W. 7,30; Tryptophan 2,7°/, 

d.i. 0,185 mg Tryptophan auf 1 S.-E. 


8. Beispiel. 

Ein Priparat vom §8.-W. 3,57 mit 0,49 mg Tryptophan auf 1 S.-E. 
lieferte 4 Fraktionen. Die Restlésung hatte den wirklichen §.-W. 5,84, 
wihrend bei verlustloser Dialyse S.-W. 17,35 erreicht worden wire, mit 
0,16 mg Tryptophan auf 1 §.-E. 


3. Tryptophanverschiebung bei der Adsorption. 

Durch Adsorption an Kaolin und an Tonerde war es nicht 
gelungen, die Aggregate der Saccharase mit tryptophanhaltigen 
Peptiden aufzulésen, ebenso wie nach denselben Adsorptions- 
verfahren aus manchen gealterten Autolysaten der fritheren 
Methodik kein tyrosinfreies Invertin gewonnen werden konnte. 
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Tryptophanreiches Invertin, das 8, 9 und 9,2°/, Tryptophan 
enthielt (VIII. Abh., Tab. XVII, Nr. 5 u. 6), zeigte gegeniiber 
Aluminiumhydroxyd das Adsorptionsverhalten eines einheit- 
lichen Stoffes. Hingegen fiihrt die fraktionierte Fallung mit 
entstehendem Bleiphosphat weiter hinsichtlich der Abtrennung 
der als Koadsorbentien wirkenden kolloiden Bestandteile des 
Invertinkomplexes, Auch ohne die im voranstehenden Abschnitt 
beschriebene Hinfihrung substituierender Peptide gelingt es, beim 
Erzeugen der adsorptiv wirksamen Bleiphosphatfallung in ein- 
zelnen, am besten in zahlreichen Anteilen, das Invertin in 
tryptophanreichere und -airmere Fraktionen zu zerlegen. Da 
die Methode oben schon beschrieben wurde, sollen nur einige 
weitere fiir die Tryptophanverschiebung bemerkenswerte Bei- 
spiele in der Tabelle Il] angefiihrt werden. Ausgangsmaterial 
mit beispielsweise 0,3 mg Tryptophan auf 1 S.-E. wurde in 
Anteile von S.-W. 4,2 mit 0,36mg und se tiiie 9,7 mit 0,18 mg 
Tryptophan auf 1 S.-E. geschieden. 


Tabelle IL 
Tryptophangehalt von Fraktionen der Bleiphosphatadsorption. 


























Ausgangsmaterial Fraktion I Fraktion [I (Restlés.) 
Nr. |. gi 

“ mg Trypt. : mg Trypt. |, mg Trypt. 

S.-W. | ae PS. | a ew, ee 
1 1,68 0,54 5,0 _ 6,2 0,165 
2 8,70 | ungef. 0,5 5,4 0,27 5,0 0,17 
8 5,17 0,26 7,6 0,38 | 6,75 0,22 
4 5,75 0,30 ot 0,18 4,18 0,36 
5 6,85 0,22 | 4,85 — 11,9 0,16 




















Hiniges von dem analytischen Material, das seit der Ent- 
deckung des Tryptophans im Invertin durch H. v. Euler und 
K. Josephson gesammelt wurde, ist in der umstehenden 
Tabelle IV zusammengestellt. Daraus ergibt sich, daB mit 
dem Ansteigen des Saccharasewertes von etwa 4,0 in jenen 
Stockholmer Priparaten zu den héchsten Werten unserer 
Praparate nicht eine Zunahme des Tryptophangehaltes Hand 
in Hand geht. Die Tryptophanmenge auf 1 S.-E. wurde im 
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Tabelle IV. 


Beispiele von tryptophanreichem und tryptophanarmem Invertin. 
































S Reinheitsgrad Tryptophangehalt 
Zitat Darstellungsweise des Priip. | | °/o des 

5 , . Zeitwert | S.-W. | Trock.- 18 = 
Zz ee i aoe __ Gew. —- 
1 H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Kaolin - Tonerdeadsorption 0,27 8,70 - 4,98 0,667 
2 Bd. 57, §. 859 (1924) und zwar S. 861 ‘. 0,25 4,00 5,56 0,695 
8 | VIII. Abhandlung, Tab. XVI, Praiparat D Kaolin-'Tonerdeadsorption 0,15 6,67 8,9 0,67 

4 ” ” ” a ” ” 0,24 (4,16 0 0 

5 | Diese Abhandlung, AbschnittI . . . . | Dialysiertes Autolysat 0,40 2,50 1,25 0,25 
6 | Unverdffentlicht. . .... . . . . | Alkoh.-Fallung, Tonerdeads.| 0,37 2,70 0,6 0,11 
7 | X.Abhandlung, Abschnitt III, . . . . | Dial. Autolys., Kaolinads. 0,198 | 5,18 0,7 0,067 
8 | Diese Abb., Abschnitt III, 4. Beispicl, 5¢ | Restlésung nach Bleifiliung | 24) | (GE | 9 0 

? ? 
f 
i, 4 eae : ; é tic) tat Me Lo 
< \ 

10 i »  I,, 1. Priparat : = zg “iy “ 3,9 0,16 
11 7 %? 9? Iil,, 2. ? ”? bP J > 0,103 9,7 8,5 0,18 
-? ae - a IlI,, 8. Beispiel - ms 5 0,132 7,55 5,8 0,38 
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Vergleich zu den Werten von H. v. Euler und K. Josephson 

allein nach der Dialyse eines geeigneten Autolysates 2'/, mal 
kleiner gefunden, nach einer Tonerdeadsorption 5 mal, nach 
einer Kaolinadsorption aus dialysiertem Autolysat fast 10 mal 
kleiner und bei der fraktionierten Adsorption mit Bleiphosphat 
kam es vor, da eine Fraktion vollstindig tryptophanfrei war, 
wihrend sich das Peptid in anderen Fraktionen anreicherte. 


4. Bestiindigkeitsverlust nach fraktionierter Adsorption. 

Bei der Adsorption durch entstehendes Bleiphosphat be- 
gegnet man in zahlreichen Fallen auffallenden Bestandigkeits- 
einbuBen, besonders nach weit fortgeschrittener Fraktionierung. 
Es 14Bt sich entscheiden, ob vielleicht das tryptophanhaltige 
Peptid als kolloider Traiger der aktiven Gruppe des Invertins 
unentbehrlich oder wenigstens wichtig fiir seine Bestindigkeit 
ist. Manche von unseren Beobachtungen schienen darauf hin- 
zudeuten. 

1. Beispiel. 


Die im 1. Absehnitt Beisp. 4 erwahnte Restlésung 5c nach weit- 
gehender Fraktionierung mit Bleiphosphat enthielt tryptophanfreies In- 
vertin vom wabrscheinlichen S.-W. 4,17. Bei eintigiger Dialyse betrug 
der Verlust 26°/, und bei darauf folgender einstiindiger Elektrodialyse 
74°/, des noch vorhandenen Wirkungsvermégens. 


Die Annahme einer so wichtigen Funktion des Tryptophan- 
kérpers wird aber widerlegt durch Beispiele gleichartiger Zer- 
setzlichkeit bei betrichtlichem Gehalt der Praparate an Trypto- 
phan. Wenn es auch nicht ausgeschlossen ist, daB diesem 
eine gewisse Schutzwirkung zukommt, so ist sie doch un- 
zulinglich und nicht spezifisch. 


2. Beispiel. 
Eine Restlésung nach 8 Fiallungen von Bleiphosphat enthielt 
7,24 E. Invertin vom wahrscheinlichen S.-W. 5,16 mit 1,7°/, Tryptophan 
(vgl. Tab. III, Nr. 1). Bei der Dialyse betrug die Abnahme 6, danach 
bei einstiindiger Elektrodialyse 82,5°/, der noch vorhandenen Wirksamkeit. 


8. Beispiel. 
Die im 2. Abschnitt, Beispiel 2, beschriebene Restlésung nach der 
Adsorption durch Bleiphosphat enthielt Invertin vom berechneten S.-W. 8,41 
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mit 2°/, Tryptophan. Der Verlust bei zehntigiger Dialyse betrug 40°/,. 
In jedem derartigen Falle wurde der Dialysator vor und nach der An- 
wendung auf Dichtheit gepriift. 


4. Beispiel. 


Auch das bei der Fraktionierung durch Bleiphosphat aus der 
Fillung eluierte Invertin erlitt Bestindigkeitssturz, z. B. eluierten wir 
aus der 4. Fillung eines derartigen Versuchs 1,88 E. tryptophanhaltiges 
Invertin vom berechneten S.-W. 5,62; bei dreitiigiger Dialyse betrug der 
Riickgang 46°/). 


Es kamen also schon bei mittleren Saccharasewerten 
(wenig tiber 5) tryptophanhaltiger Invertinpriparate starke 
Verluste vor wahrend der Dauer der Dialyse. Auch das 
Priparat vom héchsten bisher erreichten S.-W. (11,9) zeigte 
bei einem Gehalt von 3,9°/, Tryptophan auffallende Unbestaindig- 
keit beim Stehen der wiBrigen Lésung. 


5. Beispiel. 


Durch Bleiphosphat wurden 5,23 S.-E. vom S.-W. 5,26 in. etwa 
gleiche Teile von Adsorbat und Restlésung geteilt. Die letztere ent- 
hielt 2,61 E., die bei zweitiigigem Stehen (Verd. 1 E. in 80 cem) um 52°/, 
auf 1,25 E. zuriickgingen. Dazu kamen noch 9°/, Verlust bei der Dialyse 
und 7°/, bei der Elektrodialyse. Der wirklich gefundene S.-W. war 5,0, 
wihrend sich 11,9 berechnete. Der Tryptophangehalt betrug 3,9°/,. — 


Die Erklirung fir die Unbestindigkeit ist nicht in der 
hohen enzymatischen Konzentration des zuletzt erwahnten 
Praparates zu suchen. Die folgenden Beispiele lehren, dab 
Invertinpraparate vom S.-W. etwa 10 die Dialyse und Elektro- 
dialyse ohne die mindeste EinbuBe an Aktivitaét aushalten kénnen. 


6. Beispiel. 
Die Restlésung des Priiparats 2 im folgenden Abschnitt enthielt 
8,05 E., die bei einer Verdiinnung von 1E. in 17 cem dialysiert und 
2 Stunden elektrodialysiert wurden. Der Enzymgehalt blieb konstant. 
Das Priaparat wies den 8.-W. 9,70 und 8,5°/, Tryptophan auf. 


7. Beispiel. 
Die Restlésung des 3. Priparats von Abschnitt 5 enthielt ihnlich 


reines Invertin (S.-W. 9,62); kein Verlust in der Dialyse (bei Verd. von 
1 E. in 22 cem) und Elektrodialyse. , 
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8. Beispiel. 
Eine thnliche Restlésumg nach sehr weitgehender Fraktionierung 
mit Bleiphospat enthielt 7,55 E. vom S.-W. 7,58 mit 5,8°/, Tryptophan. 
Dialyse und zweistiindige Elektrodialyse verliefen verlustlos. 


In vielen Fallen beobachtet man mit dem Grad der Ver- 
dimnung abnehmende Bestandigkeit. 


9. Beispiel. 
Invertin, durch Kaolin- und Tonerdeadsorption gereinigt (Beispiel 
des Abschnitts III, in der zehnten Abh.; 8.-W. 5,56, Tryptophan 3,9°/,), 
wurde in Liésungen von mittlerer und geringerer Konzentration stehen 


gelassen. 3 
1 §.-E, in 22,5 ecm in 225 ecm 
nach 4 Tagen 3°/, Abnahme 2°/, Abnahme 
» th. ws ” 18 9 
” 18 ”? 17 ”? 45 ” 
”” 25 9? 25 5) 18 ”? 


Aber auch diese Regel triigt. Es sind Fille groBer Be- 
stindigkeit des Invertins auch in sehr verdiinnten Lésungen 
beobachtet worden. 


10. Beispiel. 

Das Invertin der Restlésung von einer Fraktionierung durch Blei- 
phosphat (4. Beispiel des 1. Abschn, Frakt. 5) besa® S.-W. 5,88. In 
Verdiinnung von 8,8 E. auf 65 ccm blieb die Wirksamkeit 10 Tage 
konstant, danach wurde auf 1030 cem verdiinnt (also 7 E. auf 120 cem) 
und auf 30° erwirmt. Der Riickgang betrug in 2 Tagen 15, in 4 Tagen 
im ganzen 17°/,, in weiteren 10 Tagen trat kein Verlust ein. Bei 
weiterem Erwirmen bei 40° nahm die Enzymlésung in 2 Stunden um 21, 
6 Stunden um 41, 8 Stunden um 51, 12 Stunden um 59%, ab. 

In Beispielen, wie im letzten, scheint das entstehende 
Inaktivierungsprodukt Schutzwirkung auf das Enzym auszuiiben. 
Aber auch dieser Schutz ist unzuverlissig, wie der Verlauf der 
Inaktivierung im 9. Beispiel erkennen laBt. 

Alle Beobachtungen deuten darauf hin, daB das Invertin 
auf eine kolloide Substanz oder mehrere als Schutzstoffe an- 
gewiesen ist, die durch Adsorptionsvorgiange abgetrennt werden 
kénnen, z. B. mit Bleiphosphat, besonders leicht mit Kaolin. 
Aber dieser spezifische Schutzstoff ist weder Hefegammi, noch 
ist er tyrosin- oder tryptophanhaltiges Peptid. : 
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5. Steigerung des Saccharasewertes durch fraktionierte Adsorption 
an Bleiphosphat. 

Mittels der Adsorption an anteilweise gefalltes Bleiphosphat 
gelang es in einer Anzahl von Fallen, wenn auch durchaus 
nicht in allen untersuchten Beispielen, die enzymatische Kon- 
zentration von Invertinpraparaten hdher zu steigern, an denen 
sich die Leistungsfihigkeit der bisherigen Methoden erschépft 
hatte. Bei den nach den letzten Methoden der fraktionierten 
Autolyse gewonnenen Invertinlésungen fihrte die Adsorption 
an Kaolin und Tonerde im allgemeinen zu S.-W. 5,55 und 
nicht weiter. Nur bei der Adsorption mit Tonerde aus rohr- 
zuckerhaltiger Lésung in Gegenwart von primaérem Phosphat ist 
es in schlecht reproduzierbarer Weise vorgekommen, daf 
giinstigere Saccharasewerte bis zu 8,55 (zehnte Abh., S. 27) 
erzielt wurden. 

Die Héchstwerte nach dem Bleiphosphatverfahren waren 
S.-W. (11,9) bei einem sehr unbestindigen und S.-W 9,6 und 
9,7 bei sehr bestindigen Praparaten. Ein ahnlich gewonnenes, 
gleichfalls sehr haltbares Invertinpraparat vom S.-W. 7,58 
bildete das Ausgangsmaterial fiir eine oben erwahnte fraktionierte 
Fallung durch Tannin, wobei es den S.-W. (9,41) erreichte. 

Bei der neuen Methode hat es keinen Unterschied be- 
dingt, ob das Enzymmaterial durchwegs unversehrt geblieben, 
oder ob es teilweise Inaktivierung erlitten hatte. Das Bei- 
spiel 2, auf dem ganzen Weg vom Autolysat bis zum Ende 
genau kontrolliert, hatte bei keiner der zahlreichen Operationen 
eine AktivititseinbuBe ergeben, hingegen war das Material 
fir Beispiel 3 mehrmals teilweiser Zersetzung anheimgefallen. 
Unmittelbar vor der Adsorption an Bleiphosphat war bei der 
Dialyse der Elution aus Tonerde der S.-W. von 5,63 auf 4,76 
zuriickgegangen. Die oben nachgewiesene Abtrennung des 
inaktivierten Anteils bestitigt sich in diesem Falle wie auch 
im Beispiel 1. 

1. Praiparat. 

5,23 E. hatten nach Reinigung durch Alkoholfaillung, Ton- 
erdeadsorption und Voradsorption durch Tonerde den S.-W. 6,67, 
der sich bei dreit’gigem Aufbewahren auf 5,18 verschlechterte. 
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Die Adsorption an Bleiphosphat aus 0,1 g Diammonphosphat 
und 0,43 g Bleiacetat schied das Invertin in Halften. Das 
Adsorbat enthielt 2,64 E. und lieferte beim Eluieren mit 
Diammonphosphat und Dialysieren 2,0 E. vom S.-Wi 4,35. Die 
Restlésung war klar und frei von Bleisalz, sie enthielt nur ein 
wenig Ammonsalz. Ihr Gehalt betrug 2,61 E., die schon beim 
Stehen auf 1,25 E., bei der Dialyse und Elektrodialyse auf 
1,08 E. zuriickgingen (vgl. Abschn. 4, Beispiel 5). Der S.-W. 
betrug nach diesen Verlusten 5,0; da aber keine Triibung 
eingetreten und keine Filtration vorgekommen war, lieB sich 
der S.-W. 11,9 (Zeitwert 0,084) fiir die Restlésung mit Sicher- 
heit ableiten. 
2. Priparat. 

Autolysat vom Zeitwert 1,12 (20 E.) wurde nach 3tagigem 
Altern bei Zimmertemperatur nach dem Verfahren der dritten 
Abhandlung ohne Phosphatzusatz mit Bleiacetat gefaillt. Die 
Restlésung, die bleifrei war, enthielt 17,0 E. und wurde der 
Adsorption mit Tonerde unterworfen. Das Material fiir die 
Bleiphosphatfallung betrug 6,75 E. vom S.-W. 5,75, 3,4°/, 
Tryptophan enthaltend. Mit dem Bleiphosphat aus 0,22 g und 
0,33 g Ammonphosphat fielen 1,03 und 2,67 E. aus, die zusammen 
beim Eluieren Invertin vom S.-W.4,17 lieferten; 3,0°/, Tryptophan. 
Die Restlésung enthielt 3,05 E., nach Dialyse und Elektro- 
dialyse 3,02 E., der S.-W. betrug 9,70 (Zeitwert 0,103), der 
Tryptophangehalt 3,5 °/,. 


3. Praiparat. 

10,4 8.-E. durch Kaolin und Tonerde gereinigtes Invertin 
vom S.-W. 4,76 (nach 15°/, Aktivitatsverlust bei der Dialyse) 
fallten wir 2mal mit je 0,15 g Diammonphosphat und ent- 
sprechendem Bleiacetat. Die Adsorbate lieferten nur Invertin- 
praparate von S.-W. 3,71 und 6,26, wihrend das Enzym der 
Restliésung sich durch héheren Reinheitsgrad und Bestindig- 
keit auszeichnete. Die klare, sofort von Bleiphosphat frei er- 
haltene Restlésung enthielt 2,15 E., nach Eindampfen, Dia- 
lyse und Elektrodialyse ebensoviel vom S.-W. 9,62 (Zeitwert 

0,104). 
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Analytische Angaben, 


1, Prip. 1,285 mg Substanz gaben 0,007 mg, d. i. 0,54°/, Asche. 
Mikro-Dumas nach Pregl]: 2,050 mg Substanz gaben 0,156 cem 
(korr.) Stickstoff bei 25° und 718mm. 8,20°/, Stickstoff; fir 
aschefreie Substanz berechnet 8,25°/,. 


2. Prip. 2,652 mg Substanz gaben 0,012 mg, d. i. 0,45°/, Aste. 
Mikro-Dumas: 3,995 mg Substanz gaben 0,328 cem (korr.) Stick- 
stoff bei 23° und 716mm. 8,92°/, Stickstoff; ‘berechnet fiir 
aschefreie Substanz 8,96°/,. 


3. Priip. Mikro-Dumas: 2,510 mg Substanz gaben 0,220 cem (korr.) Stick- 
stoff bei 22° und 716 mm; 9,52°/, Stickstoff. 


Einige andere Priparate von S.-W. ungefahr 5 aus der 
fraktionierten Adsorption an Bleiphosphat ergaben bei der 
Elementaranalyse, fir deren Ausfiihrung wir Herrn Privat- 
dozenten Dr. Richard Kuhn zu Dank verpflichtet sind, keine 
bemerkenswerte Unterschiede im Kohlenstoffgehalt gegeniiber 
der Zusammensetzung ilterer Priparate, z. B. solcher der dritten 
Abhandlung vom S.-W. 2,0, 1,17, 5,0 und 3,45. Dagegen waren 
die Unterschiede im Stickstoffgehalt sehr groB. Diesbeziiglich 
ist an frither mitgeteilte Stickstoffgehalte zu erinnern, z. B. 
von 17,5 und 12,7 °/, (Prap. m und 7 der dritten Abh. 8. 44) 
und 4,8 (Prap. Nr. 10 der Tab. XVII der achten Abh.) bei 
Saccharasewerten von 3,45, 5,0 und 4,17. Im Gegensatz zu 
den Invertinpraparaten der dritten Abhandlung, bei deren Ver- 
brennung zihfliissige Destillate auftraten, zeigten die letzten 
Praparate nur Verkohlung. Die gebildete Kohle yerbrannte 
verhaltnismaBig leicht. 

Fir die Analysen wurden die Piliseenis bei 110° und 
20 mm Druck getrocknet. 

4. Priip. vom praktischen S.-W. 5,0 (ber. S.-W. 5,88), 2,9°/) Tryptophan; 
schwerst adsorbierbarer Anteil einer Fraktionierung. 
Nach Pregl gaben 8,722 mg Substanz 0,085 mg Asche, 6,27 mg 
CO, und 2,43 mg H,O; Mikro-Dumas: 4,295 mg Sabsines 
gaben 0,397 ecm (korr.) Stickstoff bei 27° und 716 mm, 
5. Prip. vom praktischen 8.-W. 4,55 (ber. S.-W. 5,0), 1,7°/, Tryptophan; 
leichtest adsorbierbarer Anteil derselben Fraktionierung. 
Nach Pregl gaben 3,512 mg Substanz 0,301 mg Asche, 5,175 mg 
CO, und 2,00 mg H,O; Mikro-Dumas: 4,815 mg Substanz 
gaben 0,342 cem (korr.) Stickstoff bei 24° und 719 mm. 
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Belege fiir die letzten Beispiele. 









































Bestimmung unter Bed. des e 
phn compat fi nach} —=2 : > 
Willstitter u. Steibelt| S wo | # 
& M a| ¢ ue 8S S-W 
; = om oa = - . 
Priparat 2233 = Py re ae 2 x ; 
£gas| £ |$5/4.1 37 | & 
“ he + os A =| 5,5 NS Ey 
ace 35 "> 1D 
ee"3|s i | 
si ve 
1. Beispiel (1. Prap.) 4 
Ausgangsmaterial 0,0915 5,0 | 1,80 | 51 a 
, 30/046 |70,2| 495) 908] 6,67 
Dasselbe n. 3 Tagen | 0,066 7,2 | 2,45 | 41,2 
, 10'1| 140/579] %75] 11,6 | 5,18 
Restlésung (0,0142) | 15,1 | 2,28 | 43,7 
19°9 | 145 | 55°7| 18 | (,02)] (11,9) 
Dieselbe n. 2 Tagen | (0,0284) | 10,9 | 3,02 | 32,9 
20° | 1142 |561| 14 1(10,4 | (6,79 
Nach Dialyse und | 0,0718 9,0 | 1,64 | 53,0 
Elektrodialyse 10,4|1,05|61,7| %45] 12,02) 5,00 
2. Beispiel (2. Priip.) 
Autolysat 0,583 6,8 | 1,34 | 57,4 
3’6|0'21|73,8| 8 | 675 | 0,898 
Nach Tonerdeads. | 0,0832 6,7 | 1,59 | 53,7 
8’9 10°80 | 65,3 8 | 105 | 5,75 
Restilsg. n. Dialyse | 0,0393 7,9 | 1,84 | 50,0 
u. Elektrodialyse | — 128) 0,47| 70,2} 9% |: S22] 970 
8. Beispiel (3. Priip.) 
Restlsg. n. Dialyse | 0,0163 | 17,8] 2,10 | 46,2 
. Miticdiales | 998 /1,25|58,7, °° | Se) 982 
4. Beispiel (Beisp. Ab- 
schn .I],Tanninfallg.) 
EL. aus T d 0,0458 6,2 | 2,15 | 45,5 
oe eens (0,0458) st {127/584} 695] (688)] (9,48) 
Dieselbe n. Dialyse | (0,0533) | 6,4 | 2,03 | 47.3 
; 9731087 /65,7| | (124)| (8,84) 
Dieselbe n. Dialyse | 0,044 7,4 | 2,21 | 44,7 
u. Elektrodialyse | 10,8|0,89| 63,9] %° | %45] 8,07 














1) Diese Bestimmungen wurden gewoéhnlich mit der 4fachen Menge 


in 100 com Bestimmungslésung, enth. 4,75 g Robrzucker, ausge 
Davon dienten je 25 ecm, mit 5 cem 2 n-Soda 
Ablesung. Aus der Halbdrehun 
R. Willstitter u. W. Steibe 


fiihrt. 


gestoppt, fiir die einzelne 
szeit ergibt sich der Vergleichszeitwert 


f 


t, Diese Zs. Bd. 111, S. 157 und zwar 


3. 169 (1920); Bd. 115, S. 211 und zwar S. 214 (1921)] durch Multiplikation 
mit der Trockensubstanz in 25 cem und Division durch 500, ferner der 
Zeitwert gemiB der Bestimmung nach C. O'Sullivan u. F.W.Tompson 
III. Abh., Diese Zs. Bd. 128, S.1 und zwar S. 23 u. 24 (1922)] durch 

ultiplikation mit der Trockensubstanz in 100 cem Ansatz und mit dem 


Faktor =" = 0,083. 



































30 = RR. Willstiatter, K. Schneider und E. Wenzel, Kenntnis usw. 


4. Priiparat 5. Préparat — 
Asche = 0,94°/, aschefreie Subst. Asche = 8,57°/, aschefreie Subst. 
C = 45,96 C = 46,39°/, C = 40,20 C = 48,96°, 
H = 1,30 H= 1,88 H= 6,37 H= 6,97 
N= 9,90 N= 9,99 N= 1,72 N= 8,44 


In dieser Arbeit erfreuten wir uns vortrefflicher Unter- 
stiitzung durch Herrn Gerhard Kiinstner, dem wir unseren 
aufrichtigen Dank aussprechen, 

















Zur Kenntnis des Darmerepsins. 


Finfte Mitteilung zur Spezifitat tierischer Proteasen.}) 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Anton Schiffner. 
Mit 1 Figur im Text, 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
-Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1925.) 


Theoretiseher Teil. 


Das wichtige und oft untersuchte, zuerst von O. Cohn- 
heim?) im Jahre 1901 beschriebene Erepsin der Darmschleim- 
haut hat als der einfachste Vertreter tierischer Proteasen zu 
gelten, als eine der wenigen, deren Wirkung sich auf Substrate 
bekannter Konstitution beziehen ]4Bt; es ist zu erwarten, dab 
diesem Enzym, dessen spezifische Wirkungen am leichtesten 
zu beschreiben und abzugrenzen sind, bei der Erkennung und 
Lésung struktureller Fragen in der Proteinchemie eine hervor- 
ragende Rolle zufallen wird. Schon die grundlegenden Beob- 
achtungen von Cohnheim lieBen erkennen, da8 das Erepsin 
die Aufspaltung der niedrigeren HiweiBabbauprodukte, der 
Peptide, in die einfachsten Bausteine, die Aminosiuren, voll- 
zieht. Seine besondere Existenz wurde des éfteren angezweifelt 
und seine Wirkungen sind nicht sicher genug von denen des 





1) Frithere Mitteilungen: Chem. Ber. Bd. 58, S. 1856 (1925); Diese 
Zs. Bd. 147, 8. 286 (1925); Bd. 149, S. 208 u. 221 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 33, S, 451 (1901). 
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pankreatischen Trypsins unterschieden worden, zumal man fiir 
die Pankreasdriise und ihre Sekrete vielfach die namlichen 
enzymatischen Wirkungen wahrnahm. Spiter schrieb man 
diese einem besonderen ereptischen Enzym in der Driise zu. 

Die Unterscheidung der Literatur') zwischen den spe- 
zifischen Substraten des Pankreastrypsins und des Pankreas- 
erepsins, die man auf Grund der jeweiligen Aktivierbarkeit 
ihrer Spaltung durch den Trypsinaktivator Enterokinase vor- 
nahm, ist in vorausgehenden Abhandlungen?”) mit der Trennung 
der beiden Enzyme und mit der Kennzeichnung ihrer Hinzel- 
wirkungen widerlegt und richtiggestellt worden. Aber auch 
die Angaben der Literatur iiber die besonderen Wirkungen 
des Darmerepsins, das man, z. B. in seinen Ausziigen aus der 
Schleimhaut, als proteolytisch einheitlich ansah, haben sich als 
unzuverlissig erwiesen. 

Wenn die Forschung unter den spezifischen Substraten 
des Darmerepsins die meisten synthetischen Polypeptide sowie 
die Peptone*) und ferner Protamine‘), Histone) und Casein‘) 
zusammenfaBte, so ergaben sich aus dieser Zusammenstellung 
gewisse Hinweise auf gemeinsame strukturelle Besonderheiten 
dieser Kérper; so hat man beispielsweise die Peptone der 
Pepsinverdauung als ein Gemisch von Polypeptiden angesehen 
oder man glaubte der Struktur der Protamine als einfacher 
gebauter Proteine polypeptidihnlichen Charakter zusprechen 
zu kénnen. Die angefiihrten Beobachtungen iiber die Spaltung 
von Pepton und gewissen Proteinen durch Erepsin haben sich 
indessen als unzutreffend erwiesen, sie sind namlich auf die 





1) Vgl. G. Schaeffer u. E. Terroine, Jl. de Physiol. et Pathol. 
gén. Bd. 12, 8. 905 (1910). 

2) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925); Bd. 149, S, 208 (1925). 

8) Vgl. O. Cobviiata, a. a. O.; J. Wohlgemuth, Grundrif der 
Fermentmethoden, Berlin 1918, 8S. 199 ff. 

*) Vgl. O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 35, 8. 134 (1902); F. Rogo- 
zinski, ebenda B. 79, 8. 398 und zwar S. 413 (1912); A. Clementi, 
Biochem. Zs. Bd. 186, S. 71. (1922/23). 

5) Vel. O. Cohnhein, a. a. O. 

8) Vgl. O. Cohnheim, a. a. 0.; A. Clementi, : a. a. O.; siehe da- 
gegen E, Hédon u. L. Cédon. oe: Biol. Bd. 88, §. 1062 (1923). 
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Uneinheitlichkeit der angewandten Enzympraparate zuriick- 
gafihren. Die Loésungen des ereptischen Enzyms, die man 
aus der Darmschleimhaut gewinnt, enthalten stets wechselnde, 
wenn auch oft geringe Beimengungen von pankreatischem 
Trypsin, dessen Gegenwart eine Angreifbarkeit besonders leicht 
spaltbarer Substrate durch das Erepsin selbst vorzutéuschen 
vermag. Die vorliegende Untersuchung, die das Erepsin hin- 
sichtlich seiner Bestimmung, seiner Eigenschaften und seiner 
spezifischen Wirkungen bescareibt, gibt ein Verfahren der 
Darstellung des trypsinfreien, proteolytisch einheitlichen En- 
zyms, ein Verfahren, das die von E. Waldschmidt-Leitz 
und A. Harteneck') mitgeteilte Trennung von Pankreastrypsin 
und Pankreaserepsin zum Vorbilde nimmt und das wie diese 
auf der Anwendung der fraktionierten Adsorption mittels Ton- 
erde beruht; das Verhalten des Darmerepsins gegeniiber diesem 
Adsorbens stimmt naimlich mit dem des Pankreaserepsins 
iiberein. | 


Es hat sich ergeben, daB das enzymatisch einheitliche 
Erepsin spezifisch auf die Hydrolyse gewéhnlicher 
Peptide und nur auf diese eingestellt ist; weder ein Pepton 
der Pepsinverdauung noch ein Protamin oder Histon noch 
irgend ein anderes Protein wird durch das reine Enzym ge- 
spalten, die Aussagen der Literatur iihber die Angreifbarkeit 
solcher Substrate sind auf beigemengtes Trypsin zu beziehen. 
Als spezifische Substrate zum Nachweis und zur Bestimmung 
des Erepsins wird man entgegen vielen in der Literatur emp- 
fohlenen Verfahren?) nur einfache Peptide, z. B. Di- oder Tri- 
peptide, anwenden diirfen, 


Wir veranschaulichen die Ergebnisse unserer Versuche 
tiber die Spezifitit des Darmerepsins qualitativ in nachstehen- 
der Tab. 1, welche sie mit der von Waldschmidt-Leitz 
und Harteneck untersuchten Spezifitit des Pankreaserepsins 
und des Pankreastrypsins zu vergleichen gestattet. 





) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S. 301 (1925). 

9) Vgl. J. Wohlgemuth, Grundri8B der Fermentmethoden, Berlin 
1918, 8. 192 ff, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLI. 38 
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\ Tahélle i. 


Spezifitit von Darmerepsin, Pankreaserepsin und Pankreastrypsin. 
(Angaben bedeuten: —- = keine nachweisbare, + = positive Hydrolyse.) 








Enzym 


Nr. Substrat Darm- | Pankreas-| Pankreas- 
erepsin | erepsin | trypsin (akt.) 
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Der qualitative Vergleich der Spezifitat des intestinalen 
und des pankreatischen Erepsins, den die Tabelle wiedergibt, 
belaBt fiir eine Verschiedenheit der heiden Enzyme, wie sie 
auf Grund der alteren Angaben von E. Fischer und E. Ab- 
derhalden’) ,,Uber das Verhalten verschiedener Polypeptide 
gegen Pankreassaft“ anzunehmen war, keine Stiitze; aber auch 
die quantitativen Belege, die im experimentellen Teil dieser 
Abhandlung fir die Reihenfolge der Spaltbarkeit der ver- 
schiedenen Peptide und fir das Verhiltnis der jeweiligen 
Reaktionsgeschwindigkeiten angefiihrt werden, bieten keine 
Anhaltspunkte fiir eine solche Annahme, wenn sie auch noch 
durch den exakten Affinititsvergleich zu erganzen sein werden. 
Es kommt hinzu, daB sowohl das Adsorptionsverhalten der 
beiden Enzyme gegentiber Tonerde, wie schon erwahnt, wie 
auch die Abhingigkeit ihrer Aktivitaét von der Wasserstoffzahl, 





1) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905), 
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die bereits in der zweiten Mitteilung dieser Reihe*) beschrieben 
wurde und die hier erneut belegt werden soll, tibereinstimmend 
gefunden wird. Es ist daraus zu folgern, daB fiir eine Ver- 
schiedenheit der beiden Enzyme, des Darmerepsins 
und des Pankreaserepsins, nun keine Anhaltspunkte 
mehr vorliegen, da8 sie vielmehr als identisch zu betrachten 
sind. An diese SchluBfolgerung haben E. Waldschmidt- 
Leitz und A. Harteneck?) eine weitergehende physiologische 
Fragestellung gekniipft und erdrtert; es ist nimlich damit zu 
rechnen, da8 die primaire Bildung auch des Darmerepsins sich 
in der Pankreasdriise vollzieht, und da8 seine Absonderung 
durch die Darmschleimhaut auf eine sekundire | in 
deren Driisenzellen zuriickzufihren ist. 


Der Vergleich der spezifischen Wirkungen von Erepsin 
und von Trypsin anderseits, den die Tabelle veranschaulicht, 
l4Bt erkennen, da sie scharfer, als man bisher annahm, von- 
einander zu unterscheiden sind. Die Hinweise, die sich aus 
dieser Gegeniiberstellung auf strukturelle Besonderheiten -der 
spezifischen Substrate des Trypsins ergeben und die bereits in 
der dritten Mitteilung dieser Reihe erértert worden sind, 
erlauben die Feststellung, daB die beispielsweise in den Pep- 
tonen der Pepsinverdauung, in den Protaminen und Histonen 
oder in anderen gepriiften Proteinen vorliegenden strukturellen 
Gruppierungen vom Typus der fiir Erepsin spezifischen ein- 
-fachen Peptidbindungen verschieden sein werden. Es ist noch 
nicht sicher zu beurteilen, ob die spezifische Wirkung des 
Trypsins sich auf die Abspaltung gewisser besonderer Protein- 
bausteine bezieht, vergleichbar etwa der streng ausgepragten 
Spezifitit von Erepsin und Histozym, oder ob sie sich erst 
gegeniiber einer bestimmten Lange der Peptidkette oder gegen- 
iiber besonderen cyclischen Strukturen geltend macht. Die 
weitere Untersuchung der Spezifitat von Trypsin wird sich 
ferner mit der Tatsache auseinanderzusetzen haben, daB, wie 
friher belegt wurde, auch das Trypsin erhebliche Mengen 


Steened 


1) Diese Zs. Bd. 147, §. 286 und zwar S. 807 (1925). 
4) Vierte Mitteilung, Diese Zs. Bd. 149, 8. 221 (1925). 
3* 
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freier Aminosiuren abspaltet. Mit der Annahme einfacher 
oder polymerer Diketopiperazine als Bausteine der Proteine, 
die vor allem durch R. O. Herzog) sowie durch E. Abder- 
halden?) vertreten und in neuerer Zeit auch von M. Berg- 
mann‘) nahegelegt worden ist, ist dieser Befund nur schwer 
vereinbar; denn auch mit der Annahme eines Ubergangs solcher 
polymerer Anhydride in hiéhere Peptide, etwa in Tetrapeptide, 
wie er von Bergmann experimentell verwirklicht und als ein 
Teilvorgang des enzymatischen Abbaus diskutiert wurde, ergibe 
sich bei der Resistenz einfacher Peptide gegenitiber Trypsin 
keine Beziehung zu der beobachteten Freilegung von Amino- 
siuren. Die Frage nach den fir Trypsin charakteristischen 
Strukturen ist noch nicht zu beantworten; aber es ist zu er- 
warten, daB die Isolierung seiner spezifischen, noch nicht 
erkannten Reaktionsprodukte wichtige Beitrige zur Konstitution 
der Proteine erbringen wird. 


Experimenteller Teil. 
I. Bestimmung des Erepsins. 


1. Zur Messung der Enzymwirkung. 


Fir die Messung der Wirkung proteolytischer Enzyme, 
beispielsweise des Trypsins oder des Papains, hat sich das Ver- 
fahren der alkalimetrischen Titration der freigelegten Carboxyle 
in alkoholischer Lésung nach R. Willstitter und E. Wald- 
schmidt-Leitz*) bewihrt. Fir die Bestimmung des Erepsins 
ergeben sich jedoch aus der unabgednderten Ubertragung dieses 
Verfahrens, der Titration z. B. in 90°%/,igem Athylalkohol, ge- 
wisse Stérungen, die sich aus der Notwendigkeit herleiten, zur 
Hinstellung und Aufrechterhaltung der fir die Enzymwirkung 
giinstigen Wasserstofizahl Phosphatmischungen stairkerer Kon- 





1) Naturwiss. Bd. 11, 8. 172 (1923). 

) Naturwiss. Bd. 12, 8. 716 (1924). 

*) M. Bergmann, Naturwiss. Bd. 13, §. 799 (1925); M. Bergmann, 
A. Miekeley u. E. Kann, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 445, S. 17 (1925). 

*) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 2988 (1921). 
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zentration anzuwenden; ihre Schwerléslichkeit in dem an- 
gewandten Solvens beeintrichtigt nimlich die Genauigkeit der 
Titration. Es hat sich daher fiir die Messung des Erepsins 
als zweckmiéBig erwiesen, die Enzymwirkung, die in der Zu- 
nahme der Aciditét zum Ausdruck kommt, unter Anwendung 
von Methylalkohol, und zwar bei einem Gehalte von 80—85°/,, 
alkalimetrisch zu bestimmen; bei dieser Konzentration an 
Methylalkohol, bei der unter unseren Versuchsbedingungen 
keine Ausfillung phosphorsauren Salzes wahrgenommen wird, 
lassen sich bei Anwendung von Thymolphthalein als Indicator 
die Carboxyle von Aminosauren und Peptiden, wie nachstehende 
Beispiele erweisen, ebenfalls vollstaindig titrieren. 


Alkalimetrische Bestimmung von Aminosdure und Peptid 
in 80°/,igem Methylalkohol. 


a) Glykokoll. 0,2000 g Glykokoll léste man in 20 cem H,O; nach 
Zusatz von 80 cem Methylalkohol + 1,0 cem 0,5°/, iger alkohol. Lésung 
von Thymolphthalein erforderten sie 13,88 cem 0,2n. 90°/,iger alko- 
holischer Lauge statt ber. 13,15 cem. 

b) Glycyl-glycin. 0,0800 g Glycyl-glycin, in 20 cem H,O + 80 com 
Methylalkohol gelést, titrierte man nach Zusatz von 1,0 ccm 0,5°/, igem 
Thymolphthalein; sie verbrauchten 3,12 ccm 0,2n-KOH (und ebensoviel 
in 90°/, iger ithylalkoholischer Lésung) statt ber. 3,03 ccm. 


2. Abhaingigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Das p,-Optimum des Darmerepsins haben P. Rona und 
und F. Arnheim’), wenn auch an einem ungeeigneten, nicht 
fir dieses Enzym spezifischen Substrate, sowie K. G. Dernby?) 
an einem einfachen Peptid, Glycyl-glycin, zu 7,8 gefunden; 
Dernby hat auch auf die groBe Abhangigkeit der enzymatischen 
Aktivitit von der Wasserstoffzahl sowie auf die Anderungen der 
Aciditét unter dem EinfluB der enzymatischen Reaktionspro- 
-dukte aufmerksam gemacht. Seine Angaben haben sich in 
unseren Versuchen bestitigt. Der starke EinfluB der Aciditat 
auf die Wirksamkeit des Enzyms macht es erforderlich, seine 





1) Biochem. Zs. Bd. 57, 8. 84 (1918). 
2) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1916/17). 
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Messungen entweder auf den ersten Bereich der Hydrolyse zu 
beschranken oder aber die Einhaltung konstanter Wasserstoff- 
zahl durch Anwendung gréBerer Puffermengen zu sichern. Das 
Optimum der Wirkung fand man, wie aus Tabelle 2 hervor- 
geht, fir die Spaltung zweier untersuchter Dipeptide, von 
Glycyl-glycin wie von Leucyl-glycin, iibereinstimmend und scharf 
bei p, = 7,8. 


Zu den in der Tabelle angeftihrten Versuchen verwandte 
man je 0,66 ccm Glycerinauszug aus Darmschleimhaut, auf 
2,0 com mit Wasser verdiinnt, 0,001 Mol Peptid sowie 5,0 ccm 
0,2 mol.-Phosphatpuffer von p,, = 7,8 mit wechselnden Mengen 
0,2 n-NaOH, bzw. HCl in einem Gesamtvolumen von 10,0 ccm, 
die Bestimmung der Wasserstoffzahl erfolgte -mittels der 
Indicatorenmethode. 


Tabelle 2. 


Po-Abhingigkeit des Darmerepsins. 
(1 Stunde; 30°; Angaben bedeuten Acidititszuwachs in ccm 0,2n-KOH.) 

















Substrat 
Pu : 

Glycyl-glycin Leucyl-glycin 
5,0 0,00 soi 
6,0 0,25 “< 
6,6 1,45 mi 
6,8 — 1,18 
1,0 1,95 | ~ 
7,4 — 2,25 
1,6 2,10 i 
7,8 2,25 2,48 
8,0 a 2,20 
8,2 1,55 ws 








Die fir Darmerepsin optimale Wasserstoffzahl fallt mit 
der von KE. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?) fir 
das pankreatische Enzym ermittelten zusammen; auch laSt der 





1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar 8. 308 (1925). 
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Verlauf der Aktivitits-p,-Kurve, wie aus nachstehender Figur 
ersichtlich, keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden 
Enzymen erkennen. 


Aktivitéts-p,-Kurve von Darm- und Pankreaserepsin. 
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3. Zur Kinetik. 


Der Reaktionsverlauf enzymatischer Peptidspaltungen ist 
schon défter, aber mit wechselnden Ergebnissen beschrieben 
worden. Wiahrend die Untersuchungen von H. v. Euler?) sowie 
von K. G. Dernby?®) itber die Hydrolyse von Glycyl-glycin durch 
tierisches Erepsin zur Aufstellung monomolekularer Reaktions- 
gleichungen fiihrten, geben E. Abderhalden und A, Fodor’) 
an, daB der zeitliche Verlauf der Peptidhydrolyse durch pflanz- 
cliches Enzym, aus HefepreSsaft, in hohem Ma8e von der Wasser- 
stofizahl abhinge; die alteren Ergebnisse von E. Abderhalden 
und L. Michaelis‘) tiber die Hydrolyse durch Hefeenzym, nach 
welchen der Reaktionsverlauf durch die Summe einer log- 
arithmischen und einer linearen Funktion des Umsatzes aus- 
- gedriickt wird, sowie die neueren Aussagen von Dernby iiber 





1) Diese Zs. Bd. 51, 8. 218 (1907). 

2) Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 107 (1916/17). 

’) Fermentforschung Bd. 1, 8. 533 und zwar S, 549 (1916). 
*) Diese Zs. Bd. 52, S. 326 (1907). 
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die Giiltigkeit der Gleichung erster Ordnung auch fir pflanz- 
liches Enzym erscheinen danach nur als Spezialfalle. Dieses 
Verhalten erinnert an die bei dem rohrzuckerspaltenden Enzym 
der Hefe beobachteten Erscheinungen wechselnder Kinetik, 
deren Abhingigkeit von der Aciditaét durch R. Willstatter, 

J.Graser und R. Kuhn’) beschrieben worden ist. Der Ein- 
-fluB der Wasserstoffzahl scheint bei dem peptidspaltenden 
Enzym noch ausgeprigter zu sein; er gilt indessen nicht fir 
die Wirkung des tierischen Enzyms. Die Ergebnisse unserer 
Versuche bestatigen die Angaben von v. Euler und von 
Dernby itber die Giiltigkeit der Reaktionsgleichung erster 
Ordnung, und zwar fiir die Hydrolyse von Leucyl-glycin durch 
Darmerepsin, und sie erweitern sie mit der Feststellung, daf 
diese Beziehung unabhingig von der Wasserstofizahl beobachtet 
wird. Es hat den Anschein, daB der Reaktionsmechanismus 
des tierischen und des pflanzlichen Enzyms sich unterscheidet 
oder daB die Affinitit des Hefeerepsins zu seinen Substraten 
in starkerem MaBe von Begleitstoffen beeinflubt wird. 

Wir stellen unsere Versuche in den folgenden Tab. 3—5 
zusammen, die den Reaktionsverlauf bei p, = 7,8, p, = 7,0 
und p, = 6,6 vergleichen; die angegebenen Konstanten der 
monomolekularen Reaktionsgleichung beziehen sich auf die in 
den Analysenproben enthaltenen Peptidmengen. Sie stimmen, 
wie aus den Tabellen hervorgeht, bis zu héheren Spaltungs- 
graden innerhalb der Fehlergrenzen itiberein; erst wenn der 
angewandte Puffer zur Aufrechterhaltung der Wasserstofizahl 
nicht mehr ausreicht, namlich bei Hydrolysen von mehr als 
60°/,, sind Stérungen im Reaktionsverlauf zu bemerken. 

Entgegen den Angaben von EH. Abderhalden und 
A. Fodor*) beobachtete K. G. Dernby*) fiir Hefe- wie fiir 
Darmerepsin direkte Proportionalitét zwischen Hnzymmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit; sie bestitigt sich auch unter 
unseren Versuchsbedingungen, und zwar in einem Bereiche 
der Enzymmengen wie 1:10. Nur bei der Wirkung sehr kleiner 





1) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 und zwar S. 68 (1922). . 
*) Fermentforschung Bd. 1, S. 588 und zwar 8. 579 (1916). 
8) Biochem. Zs. Bd, 81, 8. 107 und zwar S. 185, 186 (1916/17). 
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Tabelle 3. 


Reaktionsverlauf bei py, = 7,8. 
(1,820 g Glycyl-glycin, 16,0 cem Glycerinauszug aus Schleimhaut im Ge- 
samtyolumen von 100 ccm; py eingestellt durch 50,0 cem 0,2 mol.-Phos- 
phatpuffer von py = 7,8'+ 18,8 com 0,2 n-NaOH; 30°; zur Analyse ent- 
nommen je 10,0 ecm.) 





























t Acidititszunahme | Spaltung ca 2 lo a 
Min. cem 0,2n-KOH o/, ne Pa ae 
30 0,92 17 0,00270 
60 1,65 30 0,00263 
120 2,88 53 0,00276 
240 3,82 71 0,00220 
Tabelle 4. 


Reaktionsverlauf bei py = 7,0. 


(0,660 g Glycyl-glycin, 15,0cem Glycerinauszug, im Gesamtvolumen von 
50,0 cem; py eingestellt durch 25,0 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von 
Py = 7,8 + 4,5 com 0,2 n-NaOH; 30°; zur Analyse entnommen je 10,0 cem.) 


























t Acidititszunahme | Spaltung bata a 
Min. ecm 0,2 n-KOH %/, "St aan 
38 1,28 23 0,00809 
60 1,84 36 0,00290 
120 802 . 56 0,00296 
Tabelle 5. 


Reaktionsverlauf bei py = 6,6. 


(0,660 g Glycyl-glycin, 15,0cem Glycerinauszug, im Gesamtvolumen von 
50, Occm; py eingestellt durch 25,0 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von 
Pu = 7,8; 30°; zur Analyse entnommen je 10,0 ccm.) 




















t Acidititszunahme | Spaltung ae me lo a 
Min. cem 0,2 n-KOH eee ¢ ° °80 Ge 
60 1,25 28 0,00190 
120 2,22 41 0,00192 
180 2,99 55 0,00195 
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Enzymmengen wird diese Beziehung nicht mehr beobachtet, 
hier findet man die Enzymwirkung verhialtnismaBig geringer. 
Diese Abweichungen, die die Tab. 6 veranschaulicht, mégen 
auf den EinfluB der Enzymzerstérung zuriickzufiihren sein, 
zaumal sich in diesem Falle zugleich eine friihzeitige, betracht- 
liche Abnahme der Reaktionskonstanten bemerkbar macht. 


Tabelle 6. 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 




















t |Acidititszunahme|Spaltung|, 1 a 
Rasy eT es 08 aan ye Fe, 
32,0 cem AuszugI | 15 0,42 15 . 0,0048 
* 30 0,85 31 |  0,0058 
‘ : 60 1,40 51 0,0051 
16,0 com 9 30 0,40 15 0,0027 
. = 60 0,81 29 0,0025 
e . 120 1,45 52 0,0027 
8,0cem AuszugII | 60 0,62 11 0,00088 
F ‘ 120 1,15 21 0,00087 
i : 240 2,04 38 0,00086 
= 480 3,40 60 0,00086 
4,0 ccm be 120 0,63 12 0,00045 
240 1,19 22 0,00045 
2 : 480 2,08 38 0,00048 
a 3 960 2,98 54 0,00035 
2,0 ecm ‘a 240 0,55 10 0,00019 
rf 480 0,90 16 0,00016 
- 960} 1,80 24 0,00012 
1,0 com w 480 0,20 4 0,00003 
a és 960 0,27 5 0,00002 














4. Bestimmungsmethode. | 


Die Bestimmung des Darmerepsins fiihren wir aus bei der 
fir seine Wirkung giinstigsten Wasserstofizahl von p,, = 7,8; 
ihr liegt die Einwirkung des Enzyms auf ein Dipeptid, Glycy)- 
glycin, zugrunde, dessen Hydrolyse wir durch die alkalimetrische 
Messung der freigelegten Carboxyle in 85 ‘ho! iger methylalko- 
holischer Lésung verfolgen. 
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Ausfihrung der Bestimmung. 0,1320 g Glycyl-glycin 
= 0,001 Mol lésen wir in 5,00 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von 
Pp, = 78 auf und bringen die Lisung durch Zugabe von 
0,2 n-Natronlauge, deren Menge (gewéhnlich 1,80 ccm) in einem 
Vorversuch nach Zugabe des Enzyms ermittelt wird, auf das 
gewinschte p,, von 7,8. Nun setzt man die zu priifende Enzym- 
lésung hinzu und beli&t das auf 10,0 ccm mit Wasser ver- 
dinnte Reaktionsgemisch im Thermostaten von 30° Nach 
Ablauf der Versuchsdauer unterbrechen wir die Enzymwirkung 
durch Eintragen in 130 ccm Methylalkohol und titrieren das 
Verdauungsgemisch nach dem Zusatz von 1,0 ccm 0,5°/,igem 
Thymolphthalein + 20 ccm H,0O, also bei einem Methylalkohol- 
gehalte von 85°/,, mit 0,2n-, 90°/,iger alkoholischer Kalilauge 
bis zum Auftreten der ersten schwachblauen Indicatorfarbung; 
bei dieser Reaktion liegt das Phosphat der Pufferlésung als 
sekundires Salz vor. Man hat zu jeder Bestimmung eine Leer- 
analyse auszufiihren, deren Alkaliverbrauch von dem des Haupt- 
versuchs in Abrechnung zu bringen ist; der verbleibende Acidi- 
titszuwachs entspricht dann der entstandenen Menge Glykokoll. 

Stérungen der Bestimmung, wie sie zufolge den “Angaben 
von K. G. Dernby') durch die Anwesenheit gewisser anorgani- 
scher Salze, z. B. in den angewandten Enzymlésungen, zu er- 
warten waren, sind nicht in Betracht zu ziehen. Einmal haben 
die Beobachtungen Dernbys iiber die Hemmung der Erepsin- 
wirkung durch Salze sich nur zum Teil bestatigen lassen, 
nimlich nur fiir den Einflu8 von Erdalkalisalz und von Phosphat, 
nicht dagegen fiir einfache Alkalisalze, auch nicht in gréSerer 
Konzentration; sodann wird die Gegenwart gréBerer Mengen 
Phosphats in der Bestimmungslésung, die die Enzymwirkung 
nach unseren Erfahrungen auf etwa */, herabsetzt, eine gewisse 
ausgleichende Hemmung bewirken, die den EinfluB anderer 
Salze auszuschalten vermag. 

Die Enzymmenge ist fiir eine Bestimmung so zu wahlen, 
daB die gemessene Reaktionskonstante zwischen 0,005 und 
—0,0005 liegt, und die Messung soll nicht tiber eine 60°/,ige 





1) Biochem. Zs. Bd. $1, S. 107 und zwar S. 194 (1916/17). 
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Hydrolyse des Peptids ausgedehnt werden; fiir hshere Spaltungs- 
grade erweist sich naimlich der angewandte Puffer als un- 
gureichend. 

Auf dem monomolekularen Verlauf der Peptidhydrolyse 
und auf den erkannten Beziehungen zwischen Enzymmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit beruhen die vorgeschlagenen 
MaBe fiir Menge und Konzentration des Erepsins. Als ,,Erepsin- 
Kinheit (Er.-E.)* bezeichnen wir das Tausendfache derjenigen 
Enzymmenge, fiir welche sich unter den angewandten Be- 
dingungen die Reaktionskonstante 0,001 ergibt; diese selbst 
driickt also die Anzahl der Erepsineinheiten in der analysierten 
Probe aus. 

Als MaB der enzymatischen Konzentration dient der 
»Hrepsin-Wert (Er.-W.)*, d.i. die Anzahl Erepsineinheiten 
in 1 g des Praparats. 

Beispiel. 2,00 ccm eines mit Wasser verdiinnten, roben 
Glycerinauszugs der Darmschleimhaut bewirkten bei der Ein- 
wirkung auf 0,1320 g Glycyl-glycin unter den Bedingungen 
unserer Bestimmung in 1 Stunde Hydrolyse entsprechend einem 
Aciditaitszuwachs von 1,31 ccm 0,2n-KOH; hieraus berechnet 
sich die Reaktionskonstante 4 = 0,00205, und dies ist die 
Anzahl der Er.-E. in der angewandten Menge der Enzym- 
lésung. 

40,0 com der Lésung ‘mit 0,0410 Er.-E. hinterlieBen nach 
der Dialyse 0,2662 g Trockenriickstand, entsprechend dem 
Erepsinwert Er.-W. = 0,154. 


II. Darstellung und Verhalten des Erepsins. 


1. Zur Gewinnung der Enzymlisungen. 

Die geringe Bestindigkeit des Erepsins laBt unter den 
fiir seine Darstellung in Betracht kommenden Methoden keine 
groBe Auswahl zu. So ist die direkte Trocknung der rohen 
Darmschleimhaut, beispielsweise mit organischen Liésungs- 
mitteln, wie sie sich bei anderem enzymatischem Ausgangs- 
material bewahrt hat, hier mit einer fast vdlligen Zerstérung 
des Enzyms verbunden, sie laBt sich also fiir seine Dar- 
stellung nicht verwenden. | 
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Versuch 1. 45g gewaschene und fein zerriebene Darmschleimhaut 
von Schweinen, enthaltend 0,26 Er.-E. [0,20 g: 2,68 cem 0,2 n-KOH (60 Min.); 
k == 0,0023], trocknete man durch Anschiitteln nacheinander mit 100 cem 
Aceton, Aceton, Aceton—-Ather, Ather und Ather; die getrocknete Sub- 
stanz (insgesamt 7 g) wies fast keine ereptische Wirkung mehr auf 
[0,050 g: 0,10 eem 0,2 n-KOH (120 Min.)]. 

Als Verfahren zur Gewinnung wirksamer Enzymlésungen 
aus der Schleimhaut eignet sich nach unseren Erfahrungen in 
besonderem MaBe die schon von H. v. Euler’) empfohlene 
Extraktion mit Glycerin oder wasserhaltigem (Glycerin, sie ist 
der in anderen Untersuchungen angewandten Extraktion mit 
waBrigen Mitteln?), z. B. mit verdiinntem Alkali, weit tber- 
legen; der nachstehende Versuch 2, der die Knzymausbeuten 
bei der Anwendung von wasserhaltigem Glycerin und von ver- 
diinnter Sodalésung fiir die Extraktion vergleicht, erweist, daB 
bei letzterem Verfahren sehr groBe Enzymverluste eintreten. 

Versuch 2. 2,0g frische Darmschleimhaut wurden mit a) 20 ecm 
&7°/,igem Glycerin, b) 20 ccm 1°%,igem Na,CO, 3 Stunden extrahiert; dann 
filtrierte man vom Ungelésten ab. 2,00 ccm des filtrierten Auszugs 
wiesen a) 0,0019 [2,01 ecm 0,2 n-KOH (60 Min.)]|, b) 0,00027 Er.-E. [0,33 com 
0,2 n-KOH (60 Min.)} auf, ihre Aktivitét war also in der glycerinhaltigen 
Lésung viel hoher. 


Das in unseren Versuchen angewandte Verfahren der 


Glycerinextraktion, das auf der Abtrennung der in Glycerin 
suspendierten Schleimhaut mittels der Zentrifuge beruht, und 
zwar nach dem Verdiinnen mit Wasser, ergibt giinstige und 
nur wenig schwankende Ausbeuten an Enzym; wir beschreiben 
es nachstehend an einem charakteristischen Beispiel. 


Versuch 8. 100g frische Schleimhaut aus Schweinedirmen wurden 
in der Reibschale mit 500 cem 87°/,igem Glycerin gut verriihrt; 50 ecm 
dieser Aufschlimmung verdiinnte man nach 1 tagigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur mit 150 ccm Wasser und schleuderte sie alsbald in der Zentri- 
fuge ab (5 Min. bei 4000 Umdrehungen), wihrend die verbleibende 
Glycerinsuspension, in der das Enzym monatelang haltbar war, auf- 
bewahrt wurde; 2,00 cem der iiberstehenden, noch etwas getriibten 
Enzymlésung enthielten zufolge der Bestimmung 0,00205 Er.-E. [1,31 ecm 

0,2 n-KOH (60 Min.)] bei einem Gehalte an Trockengewicht entspr. 0,0133 g 





) Diese Zs. Bd. 51, S. 213 (1907). 
%) Vgl. Fr. E. Riee, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 37, S. 1819 (1915). 





. 
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(Er.-W. = 0,154) und die gesamte Ausbeute in 150 ccm der Lésung belief 
sich auf 0,154 Er.-E. 

Die Haltbarkeit des Erepsins, auch in den mit Wasser 
verdiinnten Glycerinlésungen, ist, verglichen mit der rein waBriger 
Rohausziige, betrachtlicher; das Enzym wird namlich durch 
Glycerin stabilisiert. 


Versuch 4. 2,00 cem 

a) von mit Wasser verdiimnter Glycerinsuspension, b) von wiSrigem 
Auszug der Schleimhaut, deren Aciditit zwischen py, = 6,0 und py = 6,6 
lag, bewirkten sofort nach der Darstellung, bzw. nach 18tigiger Auf- 
bewahrung bei Zimmertemperatur Hydrolyse entsprechend einem Aciditits- 
guwachs von a) 1,75 bzw. 1,75 und b) 2,05 bzw. 1,85cem 0,2n-KOH 
oder a) 0,0025 bzw. 0,0025 und b) 0,0030 bzw. 0,0027 Er.-E.; der wiBrige 
Auszug hatte also 10°/, an Aktivitét eingebiBt. 


2. Verhalten gegeniiber Fallungsmitteln. 


Zur Reinigung des Erepsins in seinen rohen Lisungen 
hat man in der Literatur vor allem die Anwendung einer 
Fallung mit verdiinnter Saure*) sowie die Ausfallung des Enzyms 
selbst mit Alkohol*) oder auch seine Aussalzung, z. B. mit 
Ammonsulfat*), empfohlen; aber die Beurteilung der dadurch 
erzielten Reinigungen wird erschwert durch den Mangel an 
Angaben iiber die quantitativen Ausbeuten bei diesen Opera- 
tionen. Ks hat sich in unseren Versuchen, die das Verhalten 
des Erepsins in den rohen, glycerinhaltigen Ausziigen bei der 
Fallung mit verdiinnter Essigsiure, durch Alkohol oder Aceton, 
ferner durch Schwermetallsalze und endlich bei der Aussalzung 
mit Ammonsulfat vergleichen, gezeigt, daB allein die Abtrennung 
von Fremdstoffen durch die Einwirkung verdiinnter Saure eine 
geringfigige Konzentrationssteigerung des Enzyms erlaubt; in 
allen iibrigen untersuchten Fallen, in welchen eine Ausfillung 
des Enzyms aus seinen Lésungen beobachtet wird, verhindert 
seine tiberaus groBe Empfindlichkeit gegentiber Formverinde- 
rungen und seine Unbestandigkeit eine priparative Auswertung; 





1) Vgl. S. Kobzarenko, Biochem. Zs. Bd. 66, 8. 344 (1914); 
Fr. E. Rice, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 87, 8. 1819 (1915). 

*) Vgl. H. v. Euler, Diese Zs. Bd. 51, S. 218 (1907). 

’) Vgl. S. Kobza enko, a.a.0.; Fr. E. Rice, a. a. O. 
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die gemessenen bedeutenden Enzymverluste haben zur Folge, 
daB keine Steigerung des Reinheitsgrades festzustellen ist, 
wena nicht sogar das Enzym, wie es fir die Einwirkung von 
Quecksilbersalz zu gelten scheint, durch das Schwermetallion 
eine vollistindige Inaktivierung erfahrt. 

Wir geben im folgenden eine kurze Beschreibung der er- 
haltenen Ergebnisse; nur die Vorreinigung der Enzymlésungen 
mit Essigsiure, die in Versuch 5 veranschaulicht wird und die 
auch der Kinwirkung der iibrigen gepriiften Fallungsmittel 
vorausgeht, besitzt praiparative Bedeutung. 


Versuch 5. Fallung mit Essigsdure. 10,0 ccm Rohlésung (d. i. mittels 
Wasser geklirter Glycerinauszug aus Schleimhaut), enthaltend 0,0108 Er.-E., 
wurden mit 1,0ccm 0,1 n-Essigsiure gefillt; die mittels der Zentrifuge 
abgetrennte Fallung wurde in 5,0 ccm 0,001 n-Ammoniak (20°/, Glycerin 
enth.) gelést; diese enthielten zufolge der Bestimmung 0,0024 Er.-E. 
[0,79 eem 0,2 n-KOH (60 Min.)], d. i. 23°/,, wihrend in der Mutterlauge 
der Fiallung (11,0 ccm) 0,0065 Er.-E. [2,00cem: 0,80 cem 0,2 n-KOH 
(60 Min.); & = 0,00118], d. i. 64°/, verblieben waren. | 

In einem anderen gleichartigen Versuche wurde die abgeschleuderte 
Essigsiurefillung mittels Alkohol und Ather getrocknet und gewogen; 
sie betrug 0,0348 g, ihr Erepsinwert war also 0,054. Aus dem fir die 
Ausgangslésung ermittelten Gehalte an Trockensubstanz und dem Ge- 
wichte der abgetrennten Fallung errechnet sich das Trockengewicht von 
11,0 cem der Fallungsmutterlauge zu 0,0327 g und ihr Erepsinwert 
za 0,20. 

Versuch 6. Fillung mit Alkohol und Aceton. 5,0. cem einer Mutter- 
lauge der Essigsiurefillung (mit 0,0051 Er.-E.) fallte man a) mit 50 ccm 
absolutem Alkohol, b) mit 50cem Aceton; den in der Zentrifuge ab- 
geschleuderten Niederschlag von a) 0,0206, b) 0,0220 g, bestimmt durch 
Trocknung mit Alkohol und Ather, léste man in 5,0 ecm 10°/,igem 
Glycerin; die Lésung enthielt dann noch a) 0,0014 [0,90 eem 0,2 n-KOH 
(60 Min.)], b) 0,00042 Er.-E. [0,30 cem 0,2 n-KOH (60 Min.)], die Enzym- 
ausbeute belief sich also auf a) 28, b) 8°/, der Ausgangslésung und die 
enzymatische Konzentration entsprach einem ar von a) 0,069 
und b) 0,019. 

Versuch 7. Fallung mit Quecksilber- und Bleisalz. 10,0 cem Essig- 
siuremutterlauge (enth. 0,0078 Er.-E.) wurden a) mit 1,5 cem 1°/,igem 
Sublimat, b) mit 1,5 cem 2°/,igem Bleiessig gefillt; die in der Zentrifuge 
abgetrennte Fillung eluierte man sodann durch Anreiben in den Zentri- 
fugengliisern und Wiederabschleudern mittels 10,0 cem 0,2 mol-Phosphat- 
puffer von py=8,2. In der Restlésung war in keinem Falle mehr 
ereptische Wirkung nachweisbar und die gewonnene Elution enthielt in 
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10 cem a) 0 und b) 38°/,; durch Quecksilbersalz war also das Enzym 
volistindig vergiftet. 

Versuch 8. Fillung mit Uransalz. Aus 40 com Essigsiuremutter- 
lauge (mit 0,028 Er.-E.) schlug man durch Zusatz von 6,0 cem 2°/,igem 
Uranylacetat das Erepsin vollstiindig nieder (4,00 cem der Restlésung: 
keine Acidititszunahme); die in der Zentrifuge abgetrennte und mit 
40 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von py = 8,2 eluierte Fallung gab an das 
Eluens insgesamt 0,017 Er.-E. [4,00 cem: 1,10 ccem 0,2 n-KOH (60 Min.); 
k= 0,0017], d.i. 60°/, der Ausgangslésung, ab. 

20,0 com dieser Elution (enth. 0,0085 Er.-E.) befreite man durch 
Zusatz von 20,0 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 9,2 
+ 7,8 ccm 0,4 mol.-Magnesiumacetat unter Eiskiithlung und darauffolgende 
Filtration vom Phosphat und neutralisierte sie mittels 20,4 cem 0,1 n-Essig- 
siure; sie enthielten dann in 74 cem noch insgesamt 0,0068 Er.-E. 
[10,0 cem: 0,80 ccm 0,2 n-KOH (60 Min.); &=0,00092], der bei der Phosphat- 
fillung eingetretene Verlust belief sich demnach auf 20°/,. 

40 ccm der phosphatfreien Lésung (mit 0,00368 Er.-E.) wurden durch 
Ttaigige Dialyse in einer sogen. Fischblase unter Toluol gegen flieBendes 
destilliertes Wasser unter Riihrung mit Stickstoff vom Glycerin und von 
Salzen befreit; sie hinterlieBen nach dem Abdampfen auf dem Wasser- 
bad 0,1200 g Trockenriickstand entsprechend dem Erepsinwert 0,030, 
die enzymatische Konzentration war also durch die Uranfallung schein- 
bar erheblich gesunken. 

Versuch 9. Aussalzung mit Ammonsulfat. 20,0 cem einer Mutter- 
lauge der Essigsiurefillung (enth. 0,014 Er.-E.) wurden mit 0,1 n-NH, 
neutralisiert und durch Zusatz von 60 ccm gesittigter Ammonsulfat- 
lésung unter Eiskihlung gefillt; den auf der Nutsche mittels Kieselgurhaut 
abgesaugten und mit ammonsulfathaltigem Glycerinwasser gewaschenen 
Niederschlag liste man sodann in 20 cem 20°/,igem Glycerin wieder 
auf, er enthielt noch 0,0024 Er.-E. [4,00 ecm : 0,42 cem 0,2 n-KOH (60 Min.); 
k = 0,00048], d.i, 17°/, des Erepsins. Der Enzymgehalt der ausgesalzenen 
Mutterlauge lie8 sich infolge des groBen Salzgehaltes nicht bestimmen. 


8. Adsorptionsverhalten. 


Adsorption durch Tonerde. Das Adsorptionsverhalten 
des Darmerepsins ist bisher nur von Fr. E. Rice’) untersucht 
worden, allein ohne sichere quantitative Bestimmungen. Die 
auffallende Aussage, da8 das Enzym von Tonerde bei jeder 
Reaktion, und zwar quantitativ aufgenommen wiirde, mag in 
dem geringen Enzymgehalt der gepriiften Lésungen und in 





1) Jil. Amer. Chem. Soc. Bd. 37, S. 1819 (1915). 








aa 


Zur Kenntnis des Darmerepsins. 49 


der Anwendung eines groSen Uberschusses an Adsorbens ihre 
Erklirung finden. Die Abhingigkeit der Adsorption durch 
Tonerde von der Wasserstoffzahl ist in Wirklichkeit viel aus- 
geprigter, sie gleicht der des Pankreaserepsins!): die Menge 
des adsorbierten Enzyms findet man bei saurer Reaktion am 
héchsten, wihrend im alkalischen Gebiet fast gar keine Auf- 
nahme zu beobachten ist. Tab. 7 veranschaulicht dieses Ver- 
halten; man verwandte zur Adsorption je 10,0 cem einer 
Mutterlauge der Essigsiurefallung mit 0,0075 Er.-E. [2,00 cem: 
0,90 com 0,2 n-KOH (60 Min.); & = 0,0015] und unterwarf sie 
nach Einstellung des gewtinschten p,, mittels wechselnder 
Mengen 0,1 n-NH, der Einwirkung von 1,0 ccm Tonerde- 
suspension der Sorte C%) (enth. 7,5 mg Al,O,); die aufgenommene 
Enzymmenge wurde aus dem Gehalte der in der Zentrifuge 
abgetrennten Adsorptionsmutterlauge ermittelt. 


Tabelle 7. 


Tonerdeadsorption und px. 
(Zur Analyse angewandt je 2,00 ccm Restlésung; 60 Minuten.) 

















Aciditits- | Fehait | Gehalt d. | Ad- | Adsorptione- 
Angew. | zunahme ” 5 : 

oii Restlés. | Restlésung | sorbiert wert 
Pa |oen-KoH | com Er.-E. +, A.W, 
4,7 0,26 11,0 0,0020 72 0,78 
6,0 0,47 11,5 0,0089 48 0,48 
7,0 0,71 11,5 | 0,0064. 16 0,14 
8,2 0,81 12,0 0,0078 3 0,026 

















Durch Zusatz von Alkohol wird die Adsorption, z. B. bei 
P, = 4,7, wie besondere Versuche erwiesen haben, deutlich 
verstirkt; allein die Empfindlichkeit des Enzyms auch gegen- 
iiber geringeren Alkoholkonzentrationen li8t fiir eine prapa- 
rative Anwendung dieses Mittels keine Vorteile erwarten. Auch 
durch eine 2malige Voradsorption von insgesamt 56°/, des 





1) Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, 8. 286 und zwar S. 304 (1925), 
*) Vgl. R. Wilistatter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd.56, 8.1117 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLI. 4 
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Enzyms, die auf Grund einer aufgenommenen Adsorptions- 
kurve aussichtsreich schien, wurde keine Steigerung des Ad- 
sorptionswertes erreicht. 

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten ge- 
lingt in guter Ausbeute durch Einwirkung schwach alkalischer 
Phosphatlésungen, viel weniger gut mit verdiinntem Alkali 
allein; dieses Verhalten, das das Darmerepsin von dem pankrea- 
tischen zu unterscheiden scheint, wird nicht auf eine Ver- 
schiedenheit der Enzyme oder ihrer Assoziation mit Fremd- 
stoffen, sondern auf den hdheren Reinheitsgrad des Darm- 
erepsins zuriickzufiihren sein, das bei der Reaktion z. B. von 
0,02 n-NH, rascher Zerstérung unterliegt. In dem nachstehen- 
den Versuch 10 ist die Elution eines Tonerdeadsorbates durch 
alkalisches Phosphat und durch verdiinntes Ammoniak ver- 
glichen. 


Versuch 10. 100 ccm Essigsiuremutterlauge (enth. 0,075 Er.-E.) 
adsorbierte man bei py = 4,7 mittels 7,0 eem Tonerdesuspension C 
(= 52,5 mg Al,O,); in der Restlésung der Adsorption (104 ecm) waren 
noch 0,019 Er.-E, nachweisbar (2,00 cem: 0,25 cem 0,2 n-KOH [60 Min.]}; 
k = 0,00087), d. i. 25 %/). 

Das in der Zentrifuge abgeschleuderte Adsorbat wurde zur Hiilfte 
mit a) 50 cem 0,02 n-NH, (20°/, Glycerin enth.), b) 50 cem 0,2 m-Phos- 
phatpuffer von py = 8,2 (20°/, Glycerin enth.) eluiert; die Elutions- 
ausbeute entsprach a) 0,0075 (2,00 cem: 0,29 cem 0,2 n-KOH [60 Min.]; 
k = 0,0008), b) 0,0215 Er.-E. (2,00 cem: 0,58 ecm 0,2n-KOH [60 Min.}; 
k = 0,000861) oder 27 bzw. 77°/, der adsorbierten Enzymmenge. 


Die Anwendung der Tonerdeadsorption, so wie sie be- 
schrieben wurde, bedeutet keine merkliche Konzentrations- 
steigerung des Enzyms; zwar gelingt es dabei, wie unten ge- 
zeigt werden wird, die tryptische Verunreinigung der Enzym- 
lésungen vollstandig abzutrennen, den Erepsinwert der Elutionen 
findet man indessen, wohl infolge der unvermeidlichen Verluste, 
die insbesondere die Ausfaillung der Phosphorsiure begleiten, 
nicht héher als vor der Adsorptionsvornahnie. 


Versuch 1i. Enzymatische Konzentration in der Tonerdeelution. 
50 ccm einer mittels Phosphat, wie in Versuch 10, bereiteten Elution 
aus Tonerdeadsorbat (enth. 0,0215 Er.-E.) befreite man durch Zusatz von 
20,0 eem n-Ammoniak~Ammonchloridgemisch von py = 9,2 + 21 ccm 
0,4 m-Magnesiumacetat unter Eiskithlung und Filtration von der Phos- 
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phorsaure; in 90,5ccm des phosphatfreien Filtrats waren noch 0,0141 Er.-E. 
enthalten (10,0 cem: 1,35 cem 0,2 n-KOH [60 Min.|; & = 0,00156), der 
Verlust belief sich also aaf 34 °/,. 

80 cem der phosphatfreien Elution (mit 0,0125 Er.-E.) dialysierte 
man 7 Tage lang in einer sogen. Fischblase und unter Toluol gegen 
flieBendes, destilliertes Wasser; sie wiesen noch 0,0684 g Trockengewicht 
auf entsprechend dem Erepsinwert 0,18. 

Abtrennung von Trypsin. Die praparative und analy- 
tische Bedeutung der Adsorption mit Tonerde fiir die Be- 
schreibung des Erepsins ist in der Abtrennung tryptischer 
Verunreinigungen zu sehen, die die rohen Lésungen des Enzyms, 
die man aus der Darmschleimhaut gewinnt, auch nach sorg- 
faltiger Reinigung der Darme stets begleiten. Das Adsorptions- 
verhalten des Darmerepsins gegeniiber Tonerde, das mit dem 
fir pankreatisches Enzym beobachteten identisch gefunden 
wird, unterscheidet sich wie dieses von dem des Pankreas- 
trypsins; das tryptische Enzym wird namlich bei saurer Reak- 
tion von dem Adsorbens nicht oder nur wenig aufgenommen.’) 
Es ist sehr bemerkenswert, daB das verschiedene Adsorptions- 
verhalten von Pankreaserepsin und Darmerepsin einerseits und 
von Pankreastrypsin andererseits unabhingig von der Natur 
der begleitenden Stoffe, in den rohen Ausziigen der Pankreas- 
driisen wie in denen der Darmschleimhaut, zur Geltung kommt; 
es ist also nicht auf den KinfluB begleitender Stoffe, sondiete 
auf eine verschiedene chemische Orientierung der — 
Individuen selbst zuriickzufihren. 

Die priaparative Abtrennung des Trypsins, die fir die 
Erkenntnis der spezifischen ereptischen Wirkungen von Be- 
deutung ist, beschreiben wir an nachstehendem Beispiel; fiir 
die Priifung auf Trypsin ist nicht die der friiher angegebenen 
Trypsinbestimmung zugrunde liegende Gelatine, sondern das 
noch leichter spaltbare Casein als Substrat gewihlt worden. 

2,00 com einer Mutterlauge der Essigsiurefallung enthielten zufolge 
der Bestimmung 0,0013 Er,-E. (0,89 cem 0,2 n-KOH [60 Min.]). 

4,00 ccm der Lisung wirkten bei py = 7,8 (eingestellt mit 0,2 m- 
Phosphatpuffer) 5 Stunden bei 30° auf 5,0 cem 2°/,ige Caseinlésung 





1) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese 
Ze. Bd. 147, 8. 286 und zwar S. 304 (1925). | 
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Enzyms, die auf Grund einer aufgenommenen Adsorptions- 
kurve aussichtsreich schien, wurde keine Steigerung des Ad- 
sorptionswertes erreicht. 

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten ge- 
lingt in guter Ausbeute durch Hinwirkung schwach alkalischer 
Phosphatlésungen, viel weniger gut mit verdiinntem Alkali 
allein; dieses Verhalten, das das Darmerepsin von dem pankrea- 
tischen zu unterscheiden scheint, wird nicht auf eine Ver- 
schiedenheit der Enzyme oder ihrer Assoziation mit Fremd- 
stoffen, sondern auf den hdheren Reinheitsgrad des Darm- 
erepsins zurtickzufiihren sein, das bei der Reaktion z. B. von 
0,02 n-NH, rascher Zerstérung unterliegt. In dem nachstehen- 
den Versuch 10 ist die Elution eines Tonerdeadsorbates durch 
alkalisches Phosphat und durch verdiinntes Ammoniak ver- 
glichen. 


Versuch 10. 100 cem Essigsiuremutterlauge (enth. 0,075 Er.-E.) 
adsorbierte man bei py = 4,7 mittels 7,0 eem Tonerdesuspension C 
(= 52,5 mg Al,O,); in der Restlésung der Adsorption (104 ecm) waren 
noch 0,019 Er.-E, nachweisbar (2,00 cem: iota cem 0,2 n-KOH [60 Min.]; 
k = 0,00087), d. i. 25 %. 

Das in der Zentrifuge chuciehinniaets Adsorbat wurde zur Hilfte 
mit a) 50 cem 0,02 n-NH, (20°/, Glycerin enth.), b) 50 cem 0,2 m-Phos- 
phatpuffer von py = 8,2 (20°/, Glycerin enth.) eluiert; die Elutions- 
ausbeute entsprach a) 0,0075 (2,00 cem: 0,29 ccm 0,2 n-KOH [60 Min.|; 
k = 0,0003), b) 0,0215 Er.-E. (2,00 cem: 0,58 eem 0,2n-KOH [60 Min.]; 
k = 0,000861) oder 27 bzw. 77°/, der adsorbierten Enzymmenge. 


Die Anwendung der Tonerdeadsorption, so wie sie be- 
schrieben wurde, bedeutet keine merkliche Konzentrations- 
steigerung des Enzyms; zwar gelingt es dabei, wie unten ge- 
zeigt werden wird, die tryptische Verunreinigung der Enzym- 
lésungen vollstindig abzutrennen, den Erepsinwert der Elutionen 
findet man indessen, wohl infolge der unvermeidlichen Verluste, 
die insbesondere die Ausfaillung der Phosphorsiure begleiten, 
nicht héher als vor der Adsorptionsvornahme. 


Versuch 11. Enzymatische Konzentration in der Tonerdeelution. 
50 ccm einer mittels Phosphat, wie in Versuch 10, bereiteten Elution 
aus Tonerdeadsorbat (enth. 0,0215 Er.-E.) befreite man dureh Zusatz von 
20,0 cem n-Ammoniak-Ammonchloridgemisch von py = 9,2 + 21 com 
0,4 m-Magnesiumacetat unter Eiskiihlung und Filtration von der Phos- 
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phorsiure ; in 90,5 ccm des phosphatfreien Filtrats waren noch 0,0141 Er.-E, 
enthalten (10,0 cem: 1,35 cem 0,2 n-KOH [60 Min.]; & = 0,00156), der 
Verlust belief sich also auf 34 °/,. 7 

80 ecem der phosphatfreien Elution (mit 0,0125 Er.-E.) dialysierte 
man 7 Tage lang in einer sogen. Fischblase und unter Toluol gegen 
flieBendes, destilliertes Wasser; sie wiesen noch 0,0684 g Trockengewicht 
auf entsprechend dem Erepsinwert 0,18. 


Abtrennung von Trypsin. Die priparative und analy- 
tische Bedeutung der Adsorption mit Tonerde fir die Be- 
schreibung des Erepsins ist in der Abtrennung tryptischer 
Verunreinigungen zu sehen, die die rohen Liésungen des Enzyms, 
die man aus der Darmschleimhaut gewinnt, auch nach sorg- 
faltiger Reinigung der Darme stets begleiten. Das Adsorptions- 
verhalten des Darmerepsins gegeniiber Tonerde, das mit dem 
fir pankreatisches Enzym beobachteten identisch gefunden 
wird, unterscheidet sich wie dieses von dem des Pankreas- 
trypsins; das tryptische Enzym wird nimlich bei saurer Reak- 
tion von dem Adsorbens nicht oder nur wenig aufgenommen.’) 
Es ist sehr bemerkenswert, da8 das verschiedene Adsorptions- 
verhalten von Pankreaserepsin und Darmerepsin einerseits und 
von Pankreastrypsin andererseits unabhangig von der Natur 
der begleitenden Stoffe, in den rohen Ausziigen der Pankreas- 
driisen wie in denen der Darmschleimhaut, zur Geltung kommt; 
es ist also nicht auf den HinfluB begleitender Stoffe, sondern 
auf eine verschiedene chemische Orientierung der enzymatischen 
Individuen selbst zuriickzufithren, 

Die praparative Abtrennung des Trypsins, die fir die 
Erkenntnis der spezifischen ereptischen Wirkungen von Be- 
deutung ist, beschreiben wir an nachstehendem Beispiel; fir 
die Priifung auf Trypsin ist nicht die der friiher angegebenen 
Trypsinbestimmung zugrunde liegende Gelatine, sondern das 
noch leichter spaltbare Casein als Substrat gewahlt worden. 


2,00 ccm einer Mutterlauge der Essigsaurefillung enthielten zufolge 
der Bestimmung 0,0013 Er,-E. (0,89 cem 0,2 n-KOH [60 Min.)). 

4,00 eem der Liésung wirkten bei py = 7,8 (eingestellt mit 0,2 m- 
Phosphatpuffer) 5 Stunden bei 30° auf 5,0cem 2°,ige Caseinlésung 





1) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar 8. 304 (1925). 
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ein; die gemessene Acidititszunahme entsprach dann 0,67 ccm 0,2 n-KOH, 
die Lésung enthielt also eine geringe, aber deutlich meBbare Menge Trypsin. 

100 cem der Lésung (0,065 Er.-E. enth.) adsorbierte man bei py = 4,7 
mit 20,0 cem Tonerdesuspension C (= 150 mg Al,O,) und eluierte das 
Adsorbat mittels 50 cem 0,2 m-Phosphatpuffer von py = 8,2 (20°, 
Glycerin enth.). : 

In der gesamten Menge der Tonerdeelution fanden sich noch 
0,0525 Er.-E, (2,00 com: 1,47 ccm 0,2 n-KOH [60 Min.]; & = 0,0042), d. i. 
80°/, der Ausgangslésung. | 

4,00 ecm der Elution ergaben nach 5 stiindiger Kinwirkung auf 
Casein keine meBbare Aciditiitszunahme, waren also frei von tryptischer 
Wirkung; 5,00 cem der Adsorptionsmutterlauge bewirkten dagegen nach 
5 Stunden einen Acidititszuwachs entspr. 0,45 cem 0,2 n-KOH, die Haupt- 
menge des Trypsins war also nicht adsorbiert. 


Adsorption durch Kaolin. Durch das elektronegative 
Kaolin wird das Erepsin, wie schon Fr. E. Rice’) angegeben 
hat, bei saurer Reaktion gut adsorbiert; auch gelingt seine 
Freilegung aus den Adsorbaten durch Einwirkung z. B. von 
alkalischem Phosphat in befriedigender Ausbeute. Aber auch 
die Adsorption durch Kaolin, die nicht naher untersucht wurde, 
scheint keine geeignete Handhabe zur Steigerung der enzy- 
matischen Konzentration zu bieten, man findet den Erepsin- 
wert in den Elutionen nur miBig erhdht. 


Versuch 12. Reinheitsgrad der Kaolinelution. 50 cem einer Essig- 
siuremutterlauge mit 0,0375 Er.-E. (2,00 cem: 0,97 ccm 0,2 n-KOH 
[60 Min.]; & = 0,0015) adsorbierte man bei py = 4,7 (eingestellt durch 
Zusatz von 0,5 cem n-Kaliumacetat) mit 25,0 cem (= 1,938 g) einer Auf- 
schfiimmung von chinesischem Kaolin (mit Salzsiure ausgekocht, neutral 
reagierend) und eluierte das abzentrifugierte Adsorbat mit 50 ccm 0,2 m- 
Phosphatpuffer von py = 8,2 (20 °/, Glycerin enth.). _ 

Die Mutterlauge der Adsorption enthielt in 70cem noch 0,0075 Er.-E. 
(4,00 com: 0,36 cem 0,2 n-KOH [60 Min.]; & = 0,00048), es waren also 
80 °/, des Enzyms adsorbiert; der Enzymgehalt der Elution belief sich 
auf insgesamt 0,0285 Er.-E. (4,00 ccm: 1,89 cem 0,2 n-KOH [60 Min.|; 
k = 0,00188), entspr. 78 °/, der adsorbierten Enzymmenge. 

40,0 ccm der Elution (mit 0,0188 Er.-E.) befreite man durch 8 tigige 
Dialyse in einer sogen. Fischblase unter Toluol gegen flieBendes destil- 
liertes Wasser vom Phosphate und von Glycerin; sie hinterlieBen nach 
dem Abdampfen auf dem Wasserbade 0,0645 g Trockenriickstand; daraus 
berechnet sich der Erepsinwert 0,29. : | 





1) A. a. O. 








Zur Kenntnis des Darmerepsins. 58 


Ill. Zur Spezifitat des Erepsins., 


‘1. Peptide. 


Die Spaltbarkeit einer Reihe einfacher Peptide durch 
-Darmerepsin priften wir mit dem reinen, trypsinfreien Enzym. 
Es ist bekannt, daB dieses Enzym alle bisher gepriiften ein- 
fachen Peptide natiirlich vorkommender Aminosiuren zu hydro- 
-lysieren vermag; die Untersuchung ihrer Spaltbarkeit, die wir 
vorgenommen haben, besitzt daher nur insofern Bedeutung, 
als sie die Reihenfolge der Angreifbarbarkeit der angewandten 
Peptide durch Darmerepsin mit der fiir das reine pankreatische 
Erepsin beobachteten zu vergleichen gestattet. Man findet 
das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten, mit denen die 
Hydrolyse der einzelnen Peptide verliuft, innerhalb der Fehler- 
grenzen konstant, wie aus der nachstehenden Tab. 8 zu er- 
sehen ist; die einzige Abweichung, die die Tabelle in einem 
Falle fiir das Verhaltnis der Hydrolysengeschwindigkeiten von 
Glycylglycin durch die beiden Enzyme verzeichnet, diirfte auf 
einen Versuchsfehler zuriickzufiihren sein. Es ist vielmehr 
anzunehmen, da8 auch die genauere Bestimmung der Affinitits- 
verhaltnisse bei beiden Enzymen, niamlich unter Beriick- 
sichtigung der jeweiligen Konzentration der Enzym—Substrat- 
verbindung, ihre Identitaét bestatigen und vertiefen wird; damit 
wiirde eine exakte Grundlage gegeben sein fiir eine Iden- 
tifizierung der fiir die Mengen der beiden Enzyme gewahliten 
Masse, der Erepsineinheit (Er.-E.) und der Pankreaserepsin- 
einheit (P.Er.-E.)*), wie fir die einwandfreie Feststellung ihrer 
relativen Konzentration in der Pankreasdriise und in der Darm- 
schleimhaut bzw. in deren Sekreten. 

Das zu den in der Tabelle mitgeteilten Versuchen an- 
gewandte Verhiltnis der Enzymmengen betrug, wie der Ver- 
gleich der Reaktionsgeschwindigkeiten erkennen laBt, etwa 
2.1; man lieB 3,00 ccm Elution aus Tonerdeadsorbat, ge- 
wonnen aus Darmschleimhaut, bzw. 2,00 ccm Tonerdeelution, 





1) Vel. die 2. Mitteilung dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 147, S. 286 
und zwar S. 295 (1925). 
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bereitet aus frischer Pankreasdriise, 1 bzw. 2 Stunden bei 30° 
und p,, = 7,8 (eingestellt durch 5,00 com 0,2 m-Phosphatpuffer 
von p,, = 7,8 + 1,80 ccm 0,2 n-NaOH) auf 0,001 Mol des Peptids 
einwirken. 


























Tabelle 8. 
Peptidhydrolyse durch Darm- und Pankreaserepsin. 
Darmerepsin Pankreaserepsin 
Aciditiits- ky Aciditits- k, 
Substrat zunahme | (mono- |zunahme| (mono- ky + ky 
ecm 0,2n-| molek.) |cem0,2n-| molek.) 
KOH ber. KOH ber. 
Alanyl-glycin 2,48 | 0,0048 2,28 | 0,00222 | 2,2 + 0,07 
Leucyl-glycin 1,12 0,0018 1,07 0,00087 | 2,1 + 0,13 
Glyeyl-tyrosin 0,41 | 0,00061 0,39 | 0,00030 | 2,0 + 0,30 
Glyeyl-glycin 0,65 | 0,0010 0,15 | 0,00011 | 9,1 
dgl. 0,84 | 0,00183 0,66 | 0,00051 | 2,6 + 0,20 
dgl. 0,90 0,00144 0,77 0,00061 2,4 + 0,16 
Leucyl-alanin 0,15 0,00021 0,12 0,00009 | 2,3 + 1,0 








2. Pepton, Proteine. 


Die Priifung der Spaltbarkeit von kiuflichem Pepton, 
sowie von einfacher gebauten basischen Proteinen, Protamin 
und Histon, und endlich einer Reihe héhermolekularer KiweiB- 
kérper aus verschiedenen Klassen dieser Stoffe durch das 
proteolytisch einheitliche Darmerepsin ergab in keinem Falle 
eine die Hehlergrenzen iibersteigende Aciditétszunahme; das 
intestinale Enzym stimmt also auch in dieser Beziehung mit 
dem pankreatischen iiberein.') 

Die Folgerungen, die sich aus der Resistenz beispiels- 
weise von Pepton und Protamin ableiten lassen und die die 
bisherigen Anschauungen iiber die Struktur dieser Kérper be- 
richtigen, sind bereits im theoretischen Teil dieser Abhandlung 
erértert worden; in nachstehender Tab. 9 stellen wir unsere 
experimentellen Ergebnisse zusammen. 





) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, 3. Mitteilung, 
Diese Zs. Bd. 149, S. 208 (1925). 
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Tabelle 9. 
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Hydrolyse von Pepton und Proteinen durch Darmerepsin. | 
(Elution aus Tonerdeadsorbat; 30°; py = 7,8, nur fiir Gliadin pq = 6,6). 


























, A Aciditits- 
ngew. 
Angew. Substrat Menge : g a Dauer — 
r.- Ls ? 
g Std. | KOH 
Pepton (ex album., Merck) 0,15 0,00130 2 0,06 
Clupeinsulfat’) . . . 0,10 0,00130 2 0,02 
Thymushiston . 0,10 0,00130 2 —0,02 
OE 0,15 0,00420 6 0,05 
Fibrin. . 0,20 0,00270 5 0,08 
Gliadin od: 0,15 0,00820 1 0,00 
ee 0,15 0,00270 5 0,08 
Bieralbumin .... =: .; 0,15 0,00270 5 — 0,02 
Ricinusglobulin . 0,15 0,00270 5 0,02 


Dem JapanausschuB der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft sind wir fiir die gewaihrte Unterstiitzung zu Dank 


verpflichtet. 





1) Wir verdankten das Priparat der Freundlichkeit des Herrn 
Dr, K. Felix von der II. Medizinischen Klinik hierselbst. 
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Individuelle Blutuntersuchungen. IV. 
Uber das Entstehen der Himine aus dem Hamoglobin A 
und iiber die Existenz zweier Himoglobine Aa und Ab. 


Nach Versuchen der Herren Dr. G. Schmid, Dr. W. Ruff, Dr. W. Heess 
und Dr. R. Huttenlocher, mitgeteilt 


yon 


William Kiister. 





(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1925.) 


In der zweiten Mitteilung’) wurde die Aufarbeitung des 
Blutes zweier Ochsen beschrieben, bei der, trotzdem die Tiere 
dem Alter und dem Zustande nach gleichartig erschienen, 
unter Anwendung von Schwefelsiure und Methylalkohol ver- 
schiedenartige Hamine resultierten, insofern die Praparate im 
Methylierungsgrad differierten und sich auch gegen 5 °/,ige 
Sodalésung bei Zimmertemperatur verschieden verhielten. Das 
erste, ein Gemisch von di- und monomethyliertem Hamin, das 
sich aber durch Lésungsmittel nicht trennen lieB, gab bei drei- 
maliger Behandlung mit dem Alkali die Hialfte, das zweite, ein 
monomethyliertes Himin, gab unter gleichen Bedingungen das 
gesamte Halogen ab. Es hatte den Anschein, als ob die 
Schwefelsiure in dem einen Fall die Anordnung um das Eisen 
stirker auflockernd beeinfluBt hatte als im anderen, was sehr 
wohl mit dem Zustand der prosthetischen Gruppe im Hamo- 
globin zusammenhingen konnte. Seitdem haben wir nun be- 
stimmtere Vorstellungen iiber die Bindung der eisenhaltigen 
Komponente an das Globin gewinnen kénnen.”) Danach darf 
das Hiamoglobin als eine komplexe dreibasische S&ure an- 





1) Diese Zs. Bd. 186, 8. 279 (1924). 
*) W. Kiister, Chemie der Zelle und Gewebe, Bd. 12, S. 1 (1924). 
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gesprochen werden, die das Eisen im Anion enthalt. Die 
Komplexbildung kommt dadurch zustande, da® zwei Carboxyle 
des Globins salz- oder betainartig an die beiden basischen 
Pyrrolstickstoffatome der prosthetischen Gruppe gebunden sind. 
Sie senden ebenso wie das eine Carboxyl der letzteren, das 
seinerseits in eine basische Stelle des Globins eingreift, ihren 
Wasserstoff in das Kation und besetzen drei Koordinations- 
stellen am 2 wertigen Eisen, das mit 2 Valenzen ar die beiden 
anderen Pyrrol-Stickstoffatome der prosthetischen \ -uppe ge- 
bunden ist. Die 6. Koordinationsstelle am Eisen wird von den 
ungesittigten Stellen der letzteren besetzt. 








OOOH : 
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Fraglich bleibt, ob das 2. Carboxyl der prosthetischen 
Gruppe im intakten Himoglobin mit Cholesterin verestert ist. 
Die éfter gemachte Beobachtung, wonach das nach der Schwefel- 
siure-Alkoholmethode gewonnene Rohhaimin dann immer weniger 
weit methyliert war, wenn es viel Cholesterin an Petrolither 
abgab, spricht fiir das Vorliegen eines leicht verseifbaren Esters. 
Auf die dann herrschende Analogie mit dem Chlorophyll habe 
ich schon friiher verwiesen'), auch die Angabe, daB die 
Krystallisation des Haimoglobins auf Zusatz eines Saponins be- 
férdert wird, kénnte auf eine Wegnahme von Cholesterin 
weisen.”) Da in der vorliegenden Arbeit der Cholesteringehalt 
nicht quantitativ beriicksichtigt worden ist, werde ich in einer 
spiteren Abhandlung auf diese Frage zuriickkommen. 

Aus der neuen Vorstellung iiber das Hamoglobin geht 
zunichst hervor, daB die Bindung um das Eisen als Zentral- 
atom hier eine ganz andere sein mu, als in der isolierten 
_ prosthetischen Gruppe, daB also beim Herauspriparieren der 


1) Diese Zs. Bd. 101, 8. 35 (1917); Ber. d. D. pharmac. Ges. Bd. 29, 
S. 104 (1919). 
: 2) G. Amantea, Arch. di fisiol. Bd. 21, 8. 107 (1923); Ber. tiber 
die Ges. Physiol. Bd. 23, S. 167 (1924). 
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letzteren eine Umwandlung eintreten muB. Es kommt dazu, daB 
das gewonnene Hamin sich nicht vom Himoglobin oder. Oxy- 
himoglobin, sondern vom Methimoglobin ableitet, das sich spontan 
aus ersteren Modifikationen bildet und bekanntlich durch eine 
Oxydation entsteht, wobei sich das Kation um ein Wasserstoff- 
aiquivalent vermindert.') Dieser Schritt mu8 von einer Wasser- 
einlagerung in das Anion begleitet sein, damit auch letzteres nur 
noch 2wertig ist. Dabei tritt das Hydroxyl immer an das Eisen, 
wodurch es 3wertig wird, das Wasserstoffion wird aber an eins 
der 3 Carboxylreste treten kénnen und somit werden Ver- 
schiedenheiten bedingt sein, die sich daun auch im Auf- 
treten von Methimoglobinmodifikationen zeigen, z. B.: 








\w re 
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Machen wir nun die berechtigte Annahme, dal} die Met- 
hamoglobinbildung dem Loslésen der prosthetischen Gruppe 
vorangeht, wobei wir die Verschiedenheit der beiden vom Globin 
stammenden Carboxyle auBer Betracht lassen kénnen — doch 
wird der weitzre Fortschritt in der Chemie des Himoglobins 
in der Aufklirung der Natur der Aminosiuren bestehen, weiche 
mit der eisenhaltigen Komponente in Verbindung stehen und 
es darf die Vermutung geauBert werden, da8 fir die basische 
Stelle des Globins ein Prolin-, Oxyprolin oder Histidinrest 
in Betracht kommt, da diese Aminosaiuren befahigt sind, Be- 
taine (Stachhydrin, Betonicin und Turicin, sowie Hercynin) mit 
ihrem eignen Carboxyl zu bilden und ihr Stickstoff daher wohl 





1) J.B. Conant, Journ. of Biol. Chem. Bd. 57, 8. 401; Chem. Zbl. 
1928, III, 8. 1621. 
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auch mit dem Carboxyl der prosthetischen Gruppe wird rea- 
gieren kénnen —, so ergibt sich bereits, daB aus ein und dem- 
selben Hamoglobin auf dem Weg iiber die Methimoglobin- 
modifikationen sich verschiedene monomethylierte Himine bilden 
kénnen, wahrend nach der Hisessigmethode nur ein (nicht methy- 
liertes) Himin entstehen kann. Es ist nimlich vorauszusehen, 
daB beim Arbeiten in methylalkoholisch-schwefelsaurer Lisung 
der Ubergang in Methimoglobin von einer Einlagerung des 
Alkohols begleitet sein, und daB beim Ubergang von I in II 
das Carboxyl der prosthetischen Gruppe, das in das Globin ein- 
greift, zuerst verestert wird, beim Ubergang in III wird aber 
ein Carboxyl des Globins verestert werden. Tritt dann durch 
Wassereinlagerung die Spaltung in Globin und prosthetische 
Gruppe ein, so wird aus III zunichst ein nicht methyliertes, 
aus If ein monomethyliertes Himin entstehen. Es muB aber 
auch die Tatsache ins Auge gefaBt werden, daB die beiden 
Carboxyle der prosthetischen Gruppe verschieden sind, und da8 
daher Verschiedenheiten auftreten kénnen, je nachdem Carboxyl a 
oder Carboxyl b im Hiamoglobin mit dem Globin in Beziehung 
steht, und nun ergeben sich isomere Monomethylhaimine, deren 
Entstehen auf einen Unterschied in dem vorliegenden Haimo- 
globin begriindet ist. Sind nun beide Carboxyle befahigt Be- 
taine mit dem zugehérigen basischen Stickstoffatom zu geben, 
fuBert sich aber der Unterschied zwischen beiden darin, dab 
z. B. Carboxyl a eine festere Betainbindung als Carboxyl b 
gibt, dann sind acht isomere Monomethylhamine vorauszusehen, 
die sich in ihrem Verhalten gegen Sodalésung zum Teil wesent- 
lich unterscheiden werden. Die folgenden Bilder sind derart 
gestaltet, daB in der ,a“-Gruppe Carboxyl a betainartig ge- 
bunden dargestellt ist, bei I methyliert, bei IJ nicht methyliert. 
Die B-Formen enthalten Carboxyl b als Betain, bei I nicht 
methyliert, bei Il methyliert. Die Reihe I leitet sich dann 
vom Himoglobin Aa (Carboxyl a mit dem Globin verkniipft) die 
Reihe II vom Hamoglobin Ab ab.’ 

Den Bildern liegt die Anschauung zugrunde, daB eine 


1) Mit Himoglobin B ist der Muskelfarbstoff oder das Myoglobin 
bezeichnet worden. | : 
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Tabelle I und IL 
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Betainbindung bereits das Auftreten eines Himins in der Form 
eines inneren Salzes bedingt, da8 also erst dann, wenn beide 
Stickstoffatome frei geworden sind, wie das bei I Ab und II Ab 
der Fall ist, das Halogen in ionisierbarer Form auftritt, Diese 
Anschauung ist den Verhiltnissen bei den Triphenylmethan- 
farbstoffen entlehnt, hat doch das salzsaure Salz des Monoamino- 
triphenylmethans ganz anderen Charakterals das des diaminierten. 

Nun wird aber in der b-Reihe die Betainbindung leicht 
gelést, so daB die Formen I B b und II Bb das Halogen all- 
mihlich aber vollstandig abgeben werden, wahrend I A b und 
II Ab das Halogen sofort verlieren. Von den ,,a“-Formen 
wird I B die stabilste vorstellen, IJ A und B werden sich an- 
schlieBen, wahrend sich I Aa in Soda lésen und daher weiterer 
Kinwirkung des Alkalis zuginglich sein wird. | 

Die Bildung monomethylierter Himine ist, wie erwihnt, 
der primaire Vorgang, abgesehen von dem Fall, da8 sich ein 
Methylester der Methimoglobinmodifikation ITI (S. 58) gebildet 
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hat, aus dem dann ein nicht methyliertes Haimin hervorgeht, 
auf welchen Fall ich zuriickkomme. » 

Bei den Bildern der Tab. I und II ist angenommen worden, 
daB nach Sprengung des Verbandes im Methimoglobin die Betain- 
bindung mit den basischen Stellen der prosthetischen Gruppe 
eintreten kann, aber nicht einzutreten braucht. Voraussichtlich 
wird aber die Esterform des Carboxyls begiinstigt sein, also 
IAb,1 Bb, I! Aa und 1 Ab. Ein Unterschied zwischen 
Methyl und Athyl wird spiter beriicksichtigt werden. 

Die weitere Methylierung tritt dann beim Zufiigen von 
Salzsiure (bzw. Bromwasserstoff) zum kochenden alkoholischen 
schwefelsauren Extrakt ein und es werden sich verestern lassen: 


I Aa. sehr leicht 1 Ab sehr leicht, 

I Ba_schwierig I Bb schwierig, 
Il Aa nicht II Ab sehr leich 
II Ba_ nicht II Bb sehr leich 


wobei I A b bzw. I B b dieselben dimethylierten Stoffe geben 
miissen wie IJ A b und II Bb, so da6 nur vier dimethylierte 
Hamine existieren kénnen: 


Tabelle III. 
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Aus dieser Ableitung lassen sich folgende Schliisse ziehen: 

1. Ein nach der Alkohol-Schwefelsiuremethode gewonnenes 
dimethyliertes Himin wird das Halogen in der Mehrzahl der 
Falle leicht verlieren, da die Form III A b begiinstigt ist und 
fir Reihe III das fir die Reihen 1 und II Abgeleitete in bezug 
auf das Verhalten gegen Soda gilt. 
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2. Aus einem Himoglobin, dessen Carboxyl a mit dem 
Globin verkniipft ist, wird nach der gleichen Methode ein Ge- 
misch entstehen, das zur Halfte oder dariiber hinaus dimethy- 
liert ist; steht im Hamoglobin dagegen Carboxyl b mit dem 
Globin in Beziehung, so wird héchstens zur Halfte dimethyliertes 
Hamin sich bilden, es kann aber auch nur monomethyliertes 
Himin auftreten. 

8. Durch Dimethylierung kann ein Ubergang von einer 
zur anderen Reihe stattfinden, mit anderen Worten: ver- 
schiedene Himoglobine kénnen dieselben dimethylierten Himine 
geben. 

Vergleichen wir nun diese theoretischen Ableitungen mit 
den experimentellen Ergebnissen, so finden wir weitgehende 
Ubereinstimmung. : : 

Immer. werden Gemische verschieden weit methylierter 
Hamine erhalten, monomethyliertes Himin waltet meist vor, 
manchmal ist es fast ausschlieBlich entstanden, z. B. bei dem 


in der 2. Mitteilung*) beschriebenen Hamin IJ B. Es verliert 


allmahlich das gesamte Halogen an Soda, die Hauptmenge nicht 
bei der ersten, sondern bei der zweiten Behandlung ohne in 
Lésung zu gehen, danach sind die FormenI Aa, I Ba, Il Aa 
und II Ba, sowie I Ab und II Ab ausgeschlossen, es kann 
sich nur um I Bb oder II Bb handeln. Nun geht der Stoff 
durch Anilin?) in ein Hydroxyhamin itiber, das sich dann durch 
Lésen in verdiinnter Schwefelsiure und Methylalkohol dimethy- 
lieren 1aBt. Das entstandene Dimethylhaimin gibt an Soda alles 
Halogen ab. Danach liegt 1 Bb vor, da Il Bb ein O-De- 
(hydrochlorid)himin*) geben sollte. Bei der weiteren Methy- 
lierung wird durch die verdiinnte Siure die Betainbindung von 
Carboxyl b gesprengt, es resultiert III Ab. Das Hamoglobin 
dieses Ochsen scheint demnach die prosthetische Gruppe in 
Verbindung mit Carboxyl a derselben zu enthalten, der Schlu8 





1) Diese Zs. Bd. 186, S. 288 (1924). 

*) Pyridin als stirkere Base lést in I B b die Betainbindung, so da8 
ein O-De(hydrochlorid)himin entstehen kann, das sich leicht dimethylieren 
liBt und wieder III Ab liefert. Diese Zs. Bd. 186, S, 290 (1924). 

*) Vgl. diese Zs.‘ Bd. 101, S. 49 (1917). 











Individuelle Blutuntersuchungen. IV. 63 


entbehrt noch der Sicherheit, da I B b auch aus IV Bb und 
demnach aus Hamoglobin Ab hervorgehen kénnte (8. 64). | 
Das in der 2. Mitteilung beschriebene Himin I B wird als 
ein in Chloroform véllig lésliches Priparat aus 3 Molekiilen 
di- und 2 Molekiilen monomethylierten Himin bestehend be- 
schrieben. Es gibt etwa 50°/, seines Halogens an Soda ab, der 
Rest desselben bleibt bei erneuter Behandlung erhalten. Der 
entchlorte Teil li8t sich aber durch verdiinnte Schwefelsiure 
und Methylalkohol entziehen, wonach sich der unangegriffene 
Teil als unverandertes Himin I B erweist, namentlich im 
Methylierungsgrad nicht abweicht, also hat nicht etwa nur der 
dimethylierte Teil von Himin I B sein Chlor abgegeben. Somit 
hat die Einwirkung von Soda zu einer engeren, salzartigen 
Verbindung -zwischen dem noch chlorhaltigen und dem ent- 
chlorten Teil gefiihrt, die nun gegen Soda bestindig ist, der 
sich aber der starker basisch gewordene Teil durch die ver- 
diinnte Saiure und Methylalkohol entziehen l48t. Es muB also 
auch schon in dem urspriinglichen Chlorhamin (dem Priaparat 
I B der 2. Mitteilung) eine Verbindung zwischen dem mono- 
und dem dimethylierten Haimin vorliegen, die eine neue Ein- 
heit vorstellt, da sie sich in Chloroform vdllig lést, und zwar 
handelt es sich um das schwierig weiter methylierbare Mono- 
methylhimin I Bb und um das aus I Bb oder aus Il Bb 
hervorgegangene Dimethylhiamin III B b, Diese Hinheit ist 
auch in angesiuertem Methylalkohol nicht léslich, beide Kom- 
ponenten verlieren das Chlor allmihlich, weil die Betainbindung 
des Carboxyls b langsam gelést wird. Es ist nun wahrschein- 
licher, daB es sich aus I Bb gebildet hat, und damit wiirde 
sich also auch das Priparat I B der 2. Mitteilung von einem 
Hamoglobin Aa ableiten. Es ist nun auffallig, wie hiaufig die 
bei Praiparat I B beobachtete Methylzahl etwa 3,5 bei den 
rohen nach der Schwefelsiure-Methylalkoholmethode’) her- 





1) Ich will diese Art der Verarbeitung als Mirner-Kiistersche 
Methode, abgekiirzt M. K.-Methode, bezeichnen, da ich die Verwendung 
von Methylalkohol eingefiihrt habe zum Unterschied gegen die Hoppe- 
Seyler-Mérnersche Methode, abgektirzt M.-Methode, bei der Athyl- 
alkohol benutzt wird. : 
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gestellten Himinen auftritt. So enthielten die in der 1. Mit- 
teilung iiber Bromhimine') beschriebenen in Chloroform lés- 
lichen Teile des Rohhimins (Fraktion A a) bei: 


Rohprodukt I 2,4°/, CH; (in unbedeutender Menge entstanden). 
‘. II 38,3°/, CH, (14°/, des Gesamtrohhimins). 
"= III 3,7°/, CH, (29°/, des Gesamthiimins, nach Umscheidung 

bei Z. T.). : 

- Ill 3,2°/, CH, (der auch in Methylalkohol lésliche Teil). 
a III 8,1°/, CH, (nach Umkrystallisation aus heiBem Eisessig). 
.: IV 3,3 und 3,43°,, CH, (32,5°/, des er 
vi V_ 3,87°/, CH, und 2,9°/, CHs. 


Auch gelang trotz vieler Versuche durch Lésungsmittel 
nicht die Zerlegung in die Komponenten, bei Fraktion Aa 
des Rohproduktes III gliickte es indessen durch Behandlung 
mit 1°/,iger Natronlauge den starker sauren Teil des mono- 
methylierten Haimins wegzulésen, worauf das dimethylierte 
Hamin aus Benzol umkrystallisiert werden konnte. Auch das 
in der ersten Mitteilung iiber individuelle Blutuntersuchungen ”) 
beschriebene Praiparat enthielt in der Fraktion Aa, die hier 
83,8°/, des Gesamthéimins ausmachte, 3,1 und 2,97°/, CH, 
und erwies sich gegen Liésungsmittel als Kinheit. — 

Ich komme nun auf die, wie wir gleich sehen werden 
sehr wichtige Méglichkeit zuriick, daB die Methimoglobin- 
bildung, die ja der primare Vorgang ist, im Anion des Hamo- 
globins von einer Methylierung an einem der Carboxyle des 
Globins begleitet ist. Dann wird primar die prosthetische 
Gruppe nicht methyliert und es sind 4 Formen méglich, die 
in ihrer Art den Dimethylhiminen gleichen (Reihe IV). 














Tabelle IV. 
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') Diese Zs. Bd. 91, S. 182 ff. (1914). 
*) Diese Zs. Bd. 188, S. 158 (1924). 
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schwierig ,, Ill Bb 

In Soda werden sich diese Formen alle lésen, IV Ba 
allerdings nur allmahblich, diese Form wird gegen schwachere 
Basen, wie Natriumbicarbonat, noch bestindiger sein und auch 
kein Chior verlieren. Es ist also, da IV Ba nur schwierig 
monomethyliert wird mit dem Auftreten von nicht methyliertem 
Hamin bei der M.K.-Methode zu rechnen. Wir werden es in 
der Fraktion B, also in dem in Chloroform unldéslichen Teil 
des Rohhimins zu suchen haben und finden z. B. in dieser 
bei Rohprodukt Nr. 5 der Mitteilung iiber Bromhaimine ein 
Himin mit nur 0,4°/, CH,, das aus dem Blut eines not- 
geschlachteten kriftigen Pferdes bereitet war. Ist die Frak- 
tion B aber nicht vorhanden, so darf der Schlu8 gezogen 
werden, daB eine Umwandlung des Himoglobins in Methamo- 
globin nach der hier in Betracht gezogenen zweiten Art mit 
ihren Folgen nicht in Frage gezogen zu werden braucht. Das 
ist wichtig fir die Beurteilung des Wertes der Ableitung, die 
auf Grund der erhaltenen Resultate ftir die Priparate BI 
und BI der 2. Mitteilung iiber individuelle Blutuntersuchungen 
vorgenommen wurde. Fir BII wurde die Form IBb fest- 
gelegt und daraus geschlossen, da8 im Blut Himoglobin A a vor- 
gelegen hat. Da sich aber IBb aus IVBb leicht bilden 
kann und letzteres aus beiden Haimoglobinen a und b ent- 
steht, erscheint der Schlu8 auf Himoglobin Aa zunichst un- 
sicher. Nun ist aber bei Praiparat B1l die Fraktion B in 
ganz geringfiigiger Menge aufgetreten, so daB die nahere Unter- 
suchung unterbleiben mute, Es ist also nicht wahrscheinlich, 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLI. 5 
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daB nennenswerte Mengen des Hamoglobins sich nach der 
zweiten Umwandlungsart in Methimoglobin verwandelt haben. 
Noch sicherer ist der aus dem Verhalten des Priparates BI 
gezogene SchluB, denn hier fehlte Fraktion B tiberhaupt ganz 
und so kann sich die auch hier nachgewiesene Form I Bb 
nicht aus IV Bb gebildet haben, sie muB also aus einem Himo- 
globin Aa stammen, wahrend III Bb (der andere Teil des 
Praiparates) zwar nicht mit Reihe IV zusammenhingt, wohl 
aber, wie schon erwahnt, mit IBb. Und somit la8t sich auch 
Priparat IB von-einem Hamoglobin Aa aus ableiten. 

Das Nichtentstehen der Fraktion B, also des in Chloro- 
form unléslichen Teiles eines nach der M.K.-Methode her- 
gestellten Rohhimins, macht es aber héchstwahrscheinlich, da8 
die Umwandlung in Methimoglobin bei der Aufarbeitung des 
Blutes nicht bei der Koagulation, sondern erst bei der Extrak- 
tion des Blutkoagulums durch das Schwefelsiure—Alkohol- 
gemisch vor sich geht, wobei dann sofort Monomethylierung 
innerhalb der prosthetischen Gruppe erfolgt. Dafiir spricht 
auch, daB die Fraktion B, wenn sie erhalten wurde, in der 
Mehrzahl der Fille fast monomethyliert war. Es enthielten 
z. B. die Fraktionen B der im 91. Band dieser Zeitschrift be- 
schriebenen Rohhamine II, II und IV: 1,8, 1,8 und 1,25°/, 
CH, (statt 2,2).1) Eine Ausnahme machte, wie erwahnt, Frak- 
tion VB mit nur 0,4°/, CH,, deren Menge etwa 50°, des 
Rohhamins betrug, und so darf behauptet werden, daB das 
von dem notgeschlachteten Pferd stammende Blut von vorn- 
herein zum gréBten Teil Methimoglobin enthalten hat, wie 
sich denn auch das Himin am allerschénsten gerade aus 
Methamoglobin darstellen la8t. Dem nach Schalfejeffs EKis- 





1) Am meisten interessiert III B, das als Monomethy] (brom) himin 
angesprochen werden darf. Es léste sich in 1°/,iger Soda allmahlich 
auf, wonach die Formen 1 Ba und I Bb in Betracht kommen. I Bb 
lést sich aber in Chloroform, also liegt I Ba vor. Dieses Priparat laBt 
sich umscheiden, dadurch da8 die Lésung in Pyridin—Chloroform nach 
4stiindigem Stehen in eine Mischung aus Ather, Methylalkohol und 
Bromwasserstoffsiure eingetragen wurde, wonach der Stoff in Chloro- 
form leicht léslich geworden war. Jetzt lag also I Bb vor. Das Pyridin 
hatte also Zeit gefunden, um die Betainbindung des Carboxyls a zu lésen. 
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essigmethode erhaltenen Himin ist die Form IV Ba zu- 
guerteilen, denn gerade dieses Himin lést sich nur in Soda, 
in Bicarbonat dagegen nicht oder nur ganz allmiahlich auf. 
Diese Form ist also dadurch charakterisiert, daB schwache 
organische Basen, wie alkoholisches Ammoniak, Chinin und 
selbst Pyridin bei raschem Arbeiten nur geringen Einflu8 
haben und dai mit ihr demzufolge die sogenannte Umscheidung 
gelingt.') Diese Umscheidung gelang bemerkenswerterweise 
auch mit der Fraktion V B.*) Die drei anderen Formen der 
Reihe IV sind den mit Hilfe von Aceton und Schwefelsiure 
nach dem Verfahren von Zaleski-Merunowicz erhiltlichen 
Haminen zuzuschreiben. Ich will sie in einer spateren Arbeit 
gesondert behandeln. DaB sich durch die Hisessigmethode 
lediglich IV Ba bildet und zwar einerlei ob ein Himoglobin Aa 
oder ein Himoglobin A b vorliegt, muB dem Eisessig zugeschrieben 
werden, der diese Doppelbetainform begiinstigt. Sie zeichnet 
sich auch dadurch aus, daB sie das Hisen am festesten ge- 
bunden enthalt. Aus dem Bild laBt sich aber ablesen, daB 
gerade hier alle 6 Koordinationsstellen am Kisen fest besetat 
sind, drei von den beiden Pyrrolstickstoffatomen und dem 
Halogen, die 4. und 5. von den Carboxylresten, die 6. von den 
ungesattigten Stellen des Molekiils. Dieses Hisessighimin 1aBt 
sich dadurch methylieren, daB die rasch bereitete Liésung in 
Pyridin-Chloroform in siedenden absoluten Methylalkohol ein- 
getragen wird, dem konzentrierte Halogenwasserstofisiure zu- 
gesetzt worden ist Bei Anwendung von Salzsaéure wird dabei 
gewohnlich ein dimethyliertes Himin erhalten, daB kein Chlor 
an Soda abgibt. Es entsteht hier also nicht der Diester (Form 
III Ab), auch If] Bb ist ausgeschlossen, weil diese Form 
allmahlich an Soda Chlor abgeben wird, sondern eine der 
beiden Formen II] Aa oder III Ba und, da eine Addition 
von Chlormethyl noch méglich ist, denn ein solches Additions- 





1) Vgl. Diese Zs. Bd. 101, S. 43 (1917). 

*) A.a. O. S. 78, aber erst nach langer Aufbewahrung, so kénnte 
zuerst IV Bb vorgelegen haben, das sich in die stabilste Form IV Ba 
allmihlich umwandelt. 
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produkt bildet sich tatsichlich') und wir haben es neuerdings 
sogar krystallisiert erhalten, kommt nur noch die Form II Aa 
in Betracht. Das Pyridin lést also die Betainbindung vom 
Carboxyl b, nicht die von a, an das Stickstoffatom ,,b“ addiert 
sich Chiormethyl und es spaltet sich Chlorwasserstoff ab. Die 
Dimethylierung durch Bromwasserstoff gestaltet sich weit 
schwieriger?), wie ich des 6fteren hervorgehoben habe*), so dab 
man, um zu einem Dimethyl (brom) himin von der Form IIT Aa 
zu gelangen, am besten vom entsprechenden Chlorderivat aus- 
geht und das Chlor durch Brom ersetzt, was verhiltnismaBig 
glatt vor sich geht, wenn man die Lésung des Dimethyl (chlor)- 
himins in Chloroform in einen siedenden Methylalkohol ein- 
trigt, der viel Bromwasserstofisiure enthalt. Wird aber zum 
Lésen des Chlorderivats Pyridin und Chloroform genommen, 
so wird nunmebr auch die Betainbindung von Carboxyl a ge- 
sprengt und es entsteht ein Dimethylhimin, das sein Brom an 
Soda abgibt, dem also Form III Ab zukommt.*) Im experi- 
mentellen Teil ist ein Fall beschrieben, bei dem bei der 
Methylierung von LHisessighimin lediglich ein Monomethyl- 
brom)himin entstanden ist, aber es ist auch schon bei Ver- 
wendung von Salzsiure nur monomethyliertes Himin erhalten 
worden.) Leider sind wir einem &hnlichen Fall seitdem nicht 
mehr begegnet und so konnten auch die Abnormititen, die 
sich bei der Addition von Chlor zeigten®), bisher nicht kon- 
trolliert werden. 

In der vorliegenden Arbeit ist die Aufarbeitung des Blutes 
zweier Tiere, eines Stieres und eines Rindes, beschrieben. Nach 
der Kisessigmethode wurde aus beiden Blutarten ein und 
dasselbe Himin ([V Ba) gewonnen. Ein anderer Teil der Blut- 
arten wurde nach Mérner, also mit Athylalkohol—Schwefel- 


~~ 





1) Chem. Ber. Bd. 45, S. 1940 (1912); Diese Zs. Bd. 91, S. 128 (1914). 

*) Auch hier bildet sich ein Additionsprodukt; vgl. den exp. Teil 
S. 77—78. 

8) Diese Zs. Bd. 91, S. 126 (1914); Bd. 101, S. 58 (1917). 

*) Diese Zs. Bd. 136, 8. 287 (1924). 

5) Exp. Teil, 8. 84. : 

®) Diese Zs. Bd. 141. S. 291 (1924). 
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sure aufgearbeitet. Die hier erhaltenen Priparate stellten 
Monoathyl(brom)himin vor, die sich ganz verschieden ver- 
hielten. Beide krystallisierten in wiirfelihnlichen Formen und 
waren in Chloroform restlos léslich — Fraktion B fehlte also 
stets —, das erste Priparat krystallisierte aber mit 1/, Molekiil 
Alkohol, das sich nicht durch Trocknen bei 60°, wohl aber 
bei der Behandlung mit Soda entfernen lieB. MHierbei trat 
teilweise Lésung ein und das Halogen wurde auch von dem 
nicht gelésten Teil allmihlich abgegeben. Durch Diazomethan 
wurde es unvollkommen methyliert. Demnach diirfte hier ein 
Gemisch von [Ab und I Bb vorliegen. In bezug auf das 
Verhalten gegeniiber Diazomethan wird damit ausgedriickt, 
daB das schwache Carboxyl nur wenn es frei ist methyliert 
wird, nicht aber in der Betainform, die sich ja auch nur all- 
mahlich in Soda lésen wird. Das Blut des Tieres enthialt 
nach allem Himoglobin A a. 

Das zweite Praparat krystallisierte ohne Alkohol, léste 
sich nicht*in Soda und gab auch kein Brom an Soda ab, 
durch Diazomethan wurde es vollkommen monomethyliert, die 
Ausbeute war fast quantitativ. Das Verhalten wird durch die 
Form II Ba zum Ausdruck gebracht, wenn wir annehmen, 
daB das starke Carboxyl a auch in der Betainform von Diazo- 
methan erfaBt wird.’) Nun war friher*) die Vorstellung ent- 
wickelt worden, daB die Athylierung der prosthetischen Gruppe 
an einem anderen Carboxyl als die Methylierung erfolge, weil 
beobachtet war, daB sich eine Anzahl monomethylierter Himine 
durch Diazomethan nicht dimethylieren lie’, wahrend mono- 
athylierte Himine noch ein Methyl aufnehmen. Den letzteren 
schlieBt sich also unser neues zweites Praparat durchaus an. 
Diese Vorstellung wird nunmehr, d.h. nach der Klarung des 
Chemismus, der vom Hamoglobin tiber das Methimoglobin zur 
prosthetischen Gruppe fihrt, einer Erginzung bediirfen. Tritt 





1) Wenn sich das Eisessighimin nur duBerst schwer durch Diazo- 
methan methylieren 148t, so liegt das sicher an der Unldéslichkeit in 
Chloroform oder Aceton, immerhin entsteht hier, wenn auch nur in ge- 
ringer Menge ein monomethyliertes Himin (Exp. Teil, 8. 83). 

%) Diese Zs. Bd. 101, S. 25 (1917); Ber. d. pharm. Ges. 1919, S. 99. 
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namlich primar die Monoathylierung in der prosthetischen 
Gruppe ein, so wird, je nachdem Hamoglobin Aa oder Hamo- 
globin b vorliegt, beim Athylalkohol genau wie beim Methy]- 
alkohol die Alkylierung entweder am Carboxyl a oder am 
Carboxyl b erfolgen (Reihe I oder Reihe IJ). Wird aber primar 
das Methimoglobin in der prosthetischen Gruppe nicht alky- 
liert, entstehen also die Formen der Reihe IV, dann kénnte 
allerdings das Athyl ein anderes Carboxyl aufsuchen, als das 
Methyl. In dem jetzt beschriebenen Fall ist I Ba entstanden. 
Diese Form bildet sich aus einem Hamoglobin Ab nach der 
ersten Umwandlungsform, sie kann aber auch aus einem Himo- 
globin a iiber IV Ba, also nach der 2. Umwandlungsform ent- 
standen sein. Letzteres ist unwahrscheinlich, weil Fraktion B 
also ein nicht athyliertes Himin vollstandig fehlte und gerade 
bei Verwendung von Athylalkohol die Neigung zur Alkylierung 
sehr gering ist, die nicht athylierte Form IV Ba also wenigstens 
teilweise hatte erhalten bleiben sollen. : 

Ich méchte also der Vorstellung Raum gebén, daf in 
allen Fallen, bei denen ein Blut nach der M.-Methode ein 
einheitliches Monoaithylhiamin von der Form II Ba gibt, in 
diesem Blut ein Himoglobin Ab vorgelegen hat. Demnach ist 
mit zwei Himoglobinen zu rechnen, da ja in den anderen be- 
schriebenen Fallen die Ableitung zu dem Resultat fihrte, 
daB in dem betreffenden Blut das Himoglobin Aa enthalten ist. 

In einer friiheren Abhandlung') war angenommen worden, 
daB unter der EKinwirkung von Anilin je nach dem Vorliegen 
eines ,“- oder eines ,,?“-Himins ein O- oder ein N-De (hy- 
drochlorid) himin entsteht, ersteres sollte schon durch ver- 
diinnte Schwefelsiure und Alkohol dialkyliert; letzteres nur 
monoalkyliert werden. Diese auf nur wenige Beobachtungen 
gestiitzte Auffassung bedarf nunmehr einer Korrektur, besonders 
aber auch auf Grund weiterer Versuche, denn es hat sich er- 
geben, daB aus einem @, das ist das Kisessighimin, durch 
Anilin ein Stoff hervorgehen kann, der unter den Bedingungen, 
welche die Dimethylierung eines O-De(hydrochlorid) hamins 





1) Diese Zs. Bd. 101, S. 48 (1917). 
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bewirken sollten, nur mono- oder unvollstiindig dimethyliert 
wird.') Dieser Befund deckt sich mit der Formulierung des 
Kisessighimins nach IV Ba, denn das Doppelbetain wird durch 
Anilin zunichst nur am schwachen Carboxyl b eine Anufspaltung 
erleiden, dabei in IV Aa itibergehend, in welcher Form dann 
die Wegnahme von Salzsiure zu dem O-De(hydrochlorid) himin I 
folgt, das ebenso wie IV Aa dann bei der Methylierung in 
saurer Lésung in IJ Aa iibergeht. Erstreckt sich die Wirkung 
des Anilins auch auf Betain a (und das wird von der Dauer 
der Kinwirkung abhangen), dann wird ein Gemisch von De- 
(hydrochlorid) haminen entstehen, au8er I auch II, welch letzteres 
sich zu III Ab dimethylieren lassen wird. Die Méglichkeit, 
daB die Abspaltung von Chlorwasserstoff zum Stickstoff fihrt, 
ist nicht auszuschlieBen, aber sie ist weniger wahrscheinlich, 
denn dann wiirden zwei N-De(hydrochlorid) himine entstehen 
kénnen, III und IV, von denen sich das letztere nicht methy- 
lieren lassen wiirde, welcher Fall bisher noch nicht beobachtet 
worden ist. DaB dann natiirlich auch Gemische von O- und 
N-De(hydrochlorid) himinen entstehen kénnten, liegt auf der 

Hand. 
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Jedenfalls ist es klar, dab nach der Kinwirkung von Anilin 
auf das Kisessightmin Gemische vorliegen kénnen, die sich 
sowohl in ihren Léslichkeitsverhaltnissen gegen Alkalien, wie 
im Verhalten bei der Methylierung in saurer Lésung wesent- 





1) Diese Zs. Bd. 188, S. 27 (1924) und im exp. Teil. 
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lich unterscheiden werden. 1) Wenn mit demselben Priparat, 
das nur zu 3,49/, methyliert wurde, die Diaithylierung gelang?), 
so muB das gach dem Verhalten des Diaithylhimins — be- 
stindig g@gen heiBe Sodalésung, an kalte kein Chlor ab- 
gebend — darauf zuriickgefiihrt werden, daB Form I am 
Carboxyl a in der Betainform Athyliert wurde zu III Aa, 
wihrend der aus II entstehende Ester III Ab durch die Tem- 
peratur des siedenden Athylalkohols gleichfalls in die Betain- 
form II] Aa iberfihrt wurde. Fir die letztere Méglichkeit 
sprechen die beim Hamatoporphyrindiithylither gemachten 
Beobachtungen..) 

Zum Schlu8B méchte ich noch bemerken, daB die in zwei 
Abhandlungen beschriebenen Beobachtungen, die. bei der Ver- 
arbeitung von Blut alter Tiere gemacht wurden, eine Inter- 
pretation nach der hier vertretenen Vorstellung nicht zulassen, 
weil das Verhalten gegen Soda nur qualitativ oder iiberhaupt 
nicht gepriift worden ist. Der gréBere Wert wurde damals 
auf die Léslichkeit oder Unléslichkeit in angesiuertem Alkohol 
gelegt, eine Priifung die sich als weniger zweckmiBig ergeben 
hat, da sie quantitative Vergleiche in den seltensten Fallen 
gestattet. DaB die beobachteten Unterschiede aber auf das 
Auftreten eines oder des janderen oder auf das eines Ge- 
misches der vier méglichen, nicht alkylierten Himine nach 
Tab. IV auch beim LEisessighimin des alten Tieres zuriick- 
zufiihren sind, unterliegt keinem Zweifel. Wenn die Ausbeuten 
zu winschen iibrig lieBen, so hangt das wohl in erster Linie 
mit einem geringen Hamoglobingehalt zusammen. Es kann 
aber auch die Bindung zwischen Globin und prosthetischer 
Gruppe durch Kisessig schwer lésbar geworden sein und 
schlieBlich kommen Faktoren anderer Art in Betracht. Denn 
die Schwierigkeit, Hamin nach der Eisessigmethode aus lingere 
Zeit aufbewahrtem Blut oder aus dem alter Tiere zu gewinnen, 





1) Vgl. Diese Zs. Bd. 101, 8.57 (1917). Da8 auch ein Hydroxy- 
hiimin entstehen kann und manchmal entstanden ist [Diese Zs. Bd. 109, 
S. 122 (1920)] ist hierbei noch gar nicht — worden. 

*) Diese Zs. Bd. 138, S. 27 (1924). 

8) Diese Zs. Bd. 109, S. 184 (1920). 
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hangt augenscheinlich mit der Bildung einer Gallerte zusammen, 
die als Schutzkolloid wirkt, also verhindert, daB die Aggregation 
des Hamins zur TeilchengréBe der sich gut absetzenden 
Krystalle eintritt. Die mangelnde Ausbeute wire also dann 
dadurch bedingt, daB das Globin oder auch die Proteine des 
Serums nicht mehr in eine echte, sondern nur in kolloide 
Lésung durch den LEisessig gebracht werden und zugleich 
kénnte verhindert sein, daB hier die sonst unter dem EHinflu8 
des Kisessigs sich bildende Form IV Ba entsteht, daB also 
die anderen Formen der Tab. IV auftreten.. 


Zusammenfassung. 


1. Das Hamoglobin wird als dreibasische komplexe Saure: 
aufgefaBt, die das Eisen im Anion fihrt. Zwei der abdissozi- 
ierten Wasserstoffatome stammen von zwei Carboxylen des 
Globins, ein Wasserstoffatom von einem Carboxyl der prosthe- 
tischen Gruppe. 

2. Die beiden Carboxyle der prosthetischen Gruppe sind 
verschieden. Es miissen also zwei Himoglobine existieren. 
Im Haimoglobin Aa ist das starke Carboxyl a mit der prosthe- 
tischen Gruppe verkniipft, im Hamoglobin Ab das schwache. 

3. In der isolierten prosthetischen Gruppe herrschen ganz 
andere Bindungsverhaltnisse als im Hamoglobin. 

4. Der Isolierung der prosthetischen Gruppe als Hamin 
geht eine Umwandlung des Himoglobins in Methimoglobin 
voraus. Sie erfolgt im Moment des Inlésunggehens der prosthe- 
tischen Gruppe, beim M.K.-Verfahren (8S. 63) z. B. nicht bei 
der Koagulation des Blutes, sondern bei der Extraktion mit 
Methylalkohol und Schwefelsaure. 

5. Bei der Methamoglobinbildung wird das Kation um 
1 Wasserstoffaquivalent vermindert, entsprechend wird das 
Anion zweiwertig, was bei der Eisessigmethode durch Ein- 
lagerung von Wasser, bei der M. K.-Methode durch Hinlagerung 
von Methylalkohol erreicht wird. Das Hydroxyl tritt immer 
an das Eisen, das hierdurch dreiwertig wird. Das Wasserstoff- 
ion (Fall A) bzw. das Methyl (Fall B) tritt an eins der Carb- 


oxyle. 
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6. Jeder Fall kann sich nach 2 Umwandlungsformen 
voliziehen. 

Fall A. Form I. Der Wasserstoff tritt an das Carboxy] 
der prosthetischen Gruppe. 

Fall. A. Form II. Der Wasserstoff tritt an ein Carboxyl 
des Globins, wobei einstweilen die beiden Carboxyle des Globins 
als gleichartig angesehen werden. 

7. Dann liefert Hiamoglobin A a und Himoglobin A b je zwei 
Methimoglobine, von denen die nach AI gebildeten identisch 
sind, woraus folgt, daB Hb. Aa und Hb. Ab identische Kis- 
essig- Himine geben kénnen. Méglich sind 4 Formen. Tab. IV. 

Dem Eisessig-Himin wird IV Ba, also die Form eines 


Doppelbetains zuerteilt. 
Pr. 61. 
1 COOH 0,C 


Hb. a. Ps yal "al Umwandlungsform II 
— = COOH 0,¢ 


Pr. Gi.) 
—COOH 0,C > 


Hb. b. { — er cee Umwandlungsform I 
—000 0; Thay pe 00s HOOK, 
i. 
6 0, 


Umwandlungsform II 


8. Fall B. Form I. Das Methyl tritt an das Carboxyl 
der prosthetischen Gruppe. 

Fall. B. Form II. Das Methyl tritt an das Carboxyl des 
Globins. 

B. I. Hb. Aa und Hb. Ab geben je zwei in der prosthetischen 
Gruppe methylierte Methimoglobine. Alle vier sind verschie- 
den. Bei der Spaltung zum Globin und Hamin kénnen dann 
primir acht isomere monomethylierte Himine entstehen. 
(Tab. Iu. IL) Reihe I enthalt die aus Hb. Aa, Reihe II die 
aus Hb. Ab entstehenden Formen. Die Form 1a8t sich aus 
dem Verhalten gegen Sodalésung bestimmen, wenn die be- 
rechtigte Annahme gemacht wird, daB das Halogen des Himins 





1) Pr. bedeutet prosthetische Gruppe. GI. = Globin. 
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nur dann ionisiert wird, wenn beide basische Stickstoffatome 
frei sind. Weitere Unterschiede sind dadurch bedingt, da8 
Carboxyl a ein festeres Betain gibt als Carboxyl b. 

B. II. Es entstehen primar Methimoglobine, die in der 
prosthetischen Gruppe nicht methyliert sind; bei der Spaltung 
tritt auch das Himin nicht methyliert auf (Tab. IV). Bei der 
Umwandlungsform II kénnen also aus Hb. Aa und aus Hb. Ab 
identische Himine entstehen. 

9. Die Methamoglobinbildung kann nur dann nach der 
Umwandlungsform II erfolgt sein, wenn das erhaltene Himin 
einen groBen Prozentsatz nicht methylierten Hamins enthilt, 
wie das in einigen Fallen tatsichlich beobachtet worden ist. 
Fehlt im Rohhimin der nicht alkylierte Teil und besteht das 
Rohhimin ausschlieBlich aus einem Monoalkylhimin der 
Form I] Ba, so kann es nur aus einem Himoglobin Ab her- 
stammen. 

10. Ein solcher Fall wird im experimentellen Teil be- 
schrieben neben anderen Fillen, in denen Hb. Aa vorliegen 
mu, und daraus geschlossen, daB es 2 Haimoglobine gibt. 

11. Weitere Methylierung wird durch die Form der 
primir entstandenen monoalkylierten Hamine bedingt. Es 
sind vier isomere dialkylierte Himine méglich. Ein Dialkyl- 
himin kann sich sowohl aus Hb. Aa wie aus Hb. Ab bilden. 

12. Ohne die Annahme von Betainbindungen, und zwar einer 
leicht und einer schwer zu lésenden sind die experimentell 
ermittelten Verhdltnisse nicht zu erkliren. Auch ist beim 
Hamatoporphyrin die Existenz eines Betains festgelegt, des- 
gleichen bei einem einkernigen Pyrrolderivat.') Es liegt somit 
der Schlu8 nahe, daB die beim Chlorophyll beobachtete, von 
R. Willstaitter als Allomerisation aufgefaBte Isomerisation 
ebenfalls durch Betainisierung erklart werden kann.? 

13. Die Interpretation friiherer und neuester “Beobach- 
tungen itiber die erhaltenen alkylierten Himine fiihrt zur voll- 





1) Diese Zs. Bd. 109, S. 125 (1920) und Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1014 
(1925). 

*) Untersuchungen iiber Chlorophyll. Berlin, J. Springer, S. 29/30; 
vgl. auch W. Kiister, Diese Zs. Bd. 109, S. 120 (1920). 
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stindigen Ubereinstimmung mit den theoretisch abgeleiteten 
Méglichkeiten und erbringt damit letzten Endes den Beweis 
fir die Berechtigung der dem Hamoglobin zuerteilten Kon- 
stitution. | | 


Experimenteller Teil. 


IA. Versuche von Dr. W. Ruff. | 

Es wurden 5 Liter Blut eines nach Angabe dreijahrigen 
kraftigen Stieres nach Schalfejeff verarbeitet. Ausbeute 
4g Brom-Hamin pro Liter.” 

Das rohe Haimin erwies sich bei mikroskopischer Be- 
trachtung, und auch nach der Analyse zu urteilen, als 
recht rein: 


24,07 mg Substanz gaben 6,42 mg AgBr. 


0,10517¢ , , 0,01208 g Fe,0,. 
©34H3.0,N,FeBr Ber. 11,51°/, Br 8,04°/, Fe 
Gef. 11,85 8,00 


doch gab es beim leisen Schiitteln mit Bicarbonatlésung Brom 
ab, was aber auf die Verunreinigung mit Eiwei8 oder mit der 
Molekiilverbindung Cholesterin—Bromwasserstoff zuriickzufiihren 
ist, denn nach der Umscheidung, die mit 80°/, Ausbeute von- 
statten ging, wurde kein Brom mehr abgegeben, wihrend die 
auf dem Filter gebliebenen in Chloroform—Pyridin unldéslichen 
Beimengungen an Bicarbonat reichlich Halogen abgaben. Das 
umgeschiedene Brom-Himin war unldslich in Chloroform, 
Aceton, Alkohol, auch in angesaiuertem, in warmem Benzonitril 
liste es sich auf, in kaltem war es sehr schwer léslich. 

a) Zur Darstellung eines Dimethyl(brom)himins wurde 
der direkte Weg gewahlt. 2 g des Hisessig—Haimins wurden 
durch 10 Minuten langes Schiitteln mit 40 ccm Chloroform, 
das 2 g Chinin enthielt bis auf 0,6/g in Lésung gebracht, die 
filtrierte Lésung samt etwas Waschchloroform in 100 ccm 
siedendem Methylalkohol, der 10 ccm 66°/,ige Bromwasser- 
stoffsiure enthielt, unter stindigem Rihren eingetragen und 
so lange weiter erhitzt, bis der Geruch nach Chloroform fast 
vollkommen verschwunden war. Nach zweitigigem Stehen 
wurde der entstandene Niederschlag abgesaugt, mit Methyl- 











Individuelle Blutuntersuchungen. IV. 77 


alkohol nachgewaschen bis er sich nicht mehr anfarbte, dann 
mit 1°/, iger Bromwasserstoffsiure chininfrei ausgezogen und 
im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 0,66 g (I). Sie 
vermehrte sich um 0,18 g (II), die aus dem zuerst nicht ge- 
lésten Hamin bei einer zweiten Behandlung erhalten wurden. 
Das Priparat krystallisierte in kleinen Nadelchen, léste sich 
leicht in Chloroform und Aceton, hieraus in Spindeln krystalli- 
sierend und lieB sich aus Hisessig umkrystallisieren. Hierzu 
wurden 0,1 g in 4 ccm siedenden Eisessigs eingetragen, wobei 
sich das Haimin list. Beim Erkalten der filtrierten Lésung 
findet die Abscheidung in Form zu sternférmigen Biischeln 
vereinter Nadeln statt. Hine Verseifung findet hierbei 
nicht statt. 

6,05 mg Substanz gaben 3,82 mg AgJ = 4,03°/, CH. 

Analysen des Hauptpriaparats: 

I. 17,358 mg Substanz gaben 4,51 mg AgBr. 


SY 


4,6 mg . » 2,845 mg AgJ. 
II. 19,5 mg * » 5,12 mg AgBr. 
2,25 mg n -» 1,43 mg AgJ. 
C,,H..(CH,),.0,N,FeBr Ber. 11,07°/, Br 4,16°/, CH, 
Gef. I 11,05 8,94 
II 11,17 4,05 


Das Hamin ist gegen Soda selbst in der Hitze bestindig 
und gibt kein Halogen ab. Aus IV Ba hat sich IlAa ge- 
bildet, wie in der Kinleitung abgeleitet wurde. Da die Aus- 
beute nur 42°/, des eingesetzten Hamins betrug, muBten sich 
in den Mutterlaugen noch betrichtliche Mengen eines in 
Methylalkohol leicht léslichen Stoffes befinden. Er wurde 
nach Zusatz von Chloroform durch Wegwaschen des Alkohols, 
des Chinins und der Siure in das neue Lésungsmittel iiber- 
fihrt. Nach dem Trocknen der Lésung wurde das Chloroform 
zum groBen Teil. abdestilliert und mit Petrolither gefallt. In 
einer Ausbeute von 0,68 g wurde dabei ein Himin erhalten, 
das im Brom- und Methylgehalt einem unter dhnlichen Be- 
dingungen schon vor 11 Jahren erhaltenen Stoff glich, der 
14,96°/, Br und 4,2°/, CH, enthielt.’) 





1) Diese Zs. Bd. 91, S. 128 (1914). 
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21,129 mg Substanz gaben 8,12 mg AgBr. 


3,281 mg » » 282mg AgJ. 
C,,Hs,0,N,FeBr-CH, Br Ber. 19,56 *. Br 5,52 % CH, 
Gef. 16,25 4,51 


b) Wurde an Stelle des Chinins bei a) Pyridin verwendet, 
so resultierte bei EKinhaltung derselben Bedingungen aus 1 g 
Kisessig—Brom-Himin nur 0,12 g Dimethyl(brom)himin ITI Aa. 
Aus der Mutterlauge wurde hier aber ein Monomethyl(brom)- 
hamin isoliert, das leicht in Methylalkohol, spielend in Chloro- 
form léslich war und sich in 5°/, iger Soda schon in der Kalte 
allmahlich léste. Aus Aceton wurde es in wiirfelférmigen 
Krystallen erhalten. 


6,968 mg Substanz gaben 2,411 mg AgJ. 


46,325 mg __ié,, » 12,3 mg AgBr. 
C,,H,,(CH,)O,N,FeBr Ber. 2,12°/, CH; 11,28°/, Br 
Gef. 2,22 11,31 


Aus IV Ba war hier allem Anschein nach die Form lAa 
entstanden, d. h. die schwache Carboxylbetainbindung war zwar 
gelést, das Carboxyl aber nicht verestert worden. 

Wurde an Stelle von Methyl- Athylalkohol verwendet, so 
ergaben sich ganz analoge Resultate. Aus 1 g EKisessig—Brom- 
himin wurden erhalten: 

a) 0,12 g Diathyl(brom)hamin. Form I]1 Aa. Aus Aceton 
lange, gut ausgebildete Nadeln. 


4,041 mg Substanz gaben 2,45 mg AgJ. 


31,07 mg _s,, » 8,01 mg AgBr. 
C,,He(C,H;),0,N,FeBr Ber. 10,65°/, Br 1,74% C,H, 
Gef. 10,97 1,48 


b) 0,72 Mono&thyl(brom)himin, wiirfelférmige Krystalle 
aus Aceton, langsam in 5°/,iger Soda bei Zimmertemperatur 
léslich. Das Halogen wird nicht sofort abgespalten, was aus 
dem Bild [Aa abzulesen ist. Hier liegt also das monoalky- 
lierte Hamin vor, dessen Existenz ich vor 13 Jahren voraus- 
gesagt habe.?) | 





1) Diese Zs. Bd. 82, S. 121 (1912). 
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22,87 mg Substanz gaben 5,86 mg AgBr. 


6,61 mg a » 1,94 mg AgJ. 
C,,H_9(C,H,)0,N,FeBr Ber. 11,07°/, Br 4,02°/, C,H; 
Gef. 11,11 3,62 


IB. Das Blut desselben Tieres gab bei der Verarbeitung 
nach der Methode Mérners 3 g Hamin pro Liter und zwar 
nach Entfernung des anhaftenden Cholesterins, das in reich- 
licher Menge namentlich den Teilen des Rohhimins anhaftete, 
die erst nach Einengen der alkoholisch-schwefelsauren Mutter- 
lauge zur Abscheidung gelangten. Das Priparat krystallisierte 
in wirfelahnlichen Formen, léste sich glatt in Chloroform und 
Aceton, war unldéslich in Alkohol, auch in angesdiuerten und 
in 5°/, iger Bicarbonatlésung, an die aber ein wenig Halogen 
abgegeben wurde (Gemisch von [Ab und IBb). 

0,2555 g Substanz (60°) gaben 0,067 g AgBr und 0,0284 g Fe,Q,. 

0,0102 g ” »  0,0050 g AgJ. 

C,,H,(C,H,)O,N,FeBr: 
Ber. 11,06°/, Br 1,73°/, Fe  4,02°/, fir 1 C,H, 
C,,Heo(C,H,}0,N,FeBr + 1/.C,H,OH: 
Ber. 10,78°/, Br 7,49°/, Fe  5,85°/, fiir 11/, C,H, 
Gef, 11,18 7,77 6,06 

a) Eine Umscheidung nach der Hisessigmethode gelang 
nicht, dagegen fiihrte folgendes Verfahren zum Ziel. Die Lé- 
sung in Pyridin—Chloroform wurde in siedenden Athylalkohol 
eingetragen, der einige Kubikzentimeter 10°/, ige Bromwasser- 
stoffsiure enthielt. Dabei stellte sich eine amorphe Abschei- 
dung ein, die beim Betupfen mit Athylmethylketon in schénen 
wirfelihnlichen Formen krystallisierte, wihrend aus heiBem 
Benzol langgestreckte Prismen erhalten werden. Das um- 
geschiedene Priparat verhielt sich gegen Soda wie das rohe 
Hamin. 

b) 1,2242 g wurden mit 150 ccm 5°/,iger Sodalésung 
8 Stunden geschiittelt, worauf filtriert und gut ausgewaschen 
wurde. Aus dem Filtrat wurde der geléste Farbstoff durch 
Essigsiure gefillt. Er wog nach dem Trocknen 0,4062 g und 
enthielt 8,03°/, Brom und 4,69°/, Athyl. 

4,876 mg Subst. gaben 1,85 mg Agu, 
0,07316¢g ,, »  0,00522 AgBr. 
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Der ungelést gebliebene Teil enthalt 5,4°/, Br. 
08535 g Subst. gaben 0,01088 g AgBr. 

Durch erneute Behandlung mit Soda wurde aus ihm wieder 
Brom abgespalten, so daB nur noch ein Gehalt von 1,54 JP 
Brom festgestellt werden konnte. 

0,08212 g Subst. gaben 0,001132 AgBr, 
waihrend eine Verseifung nicht eingetreten, sondern nur der 
Krystallalkohol abgespalten worden war. 

6,28 mg Subst. gaben 2,1 mg AgJ = 4,14°/, C,H,. 

Aus dem durch Soda gelésten Farbstoffanteil wurde noch 
ein Silbersalz hergestellt, durch Lésen in Ammoniak, Entfernen 
von dessen Uberschuf durch Durchsaugen von Luft, worauf 
mit Silbernitratlésung gefallt wurde. Da der Stoff noch Brom 
enthielt (3,03°/,), durch Lésen in Ammoniak weiteres Brom 
verloren haben diirfte, das sich als Bromsilber dem Silbersalz 
beimengte, ist ein scharfes Resultat nicht zu erwarten. Die 
Analyse zeigt doch, da nur ein Atom Silber eingetreten ist. 
0,04813 g Subst. gaben 0,0104 AgCl (Carius, Erwirmen im Chlorstrom). 

C,,H,,0,N,FeAgOH Ber. 14,05°9/, Ag Gef. 16,26°/, 

c) Zu einer filtrierten Lésung von 0,5 g des Priparates 
BI in 25 ccm trockenem Chloroform wurde ein kleiner Uber- 
schu8 von Diazomethan geleitet und dann 24 Stunden ge- 
schiittelt. Von einem geringen Niederschlag abfiltriert, hinter- 
lieB die Lésung nun 0,45 g eines Hamins, das beim Betupfen 
mit Athylmethylketon in wiirfelihnlichen Formen krystallisierte. 
5°/,ige Sodalésung wirkte beim Erwarmen ein und spaltete 
dann Brom ab. Die Methylierung war unvollkommen geblieben, 
d. h. statt einem Methyl (2°/,) war nur ein halbes analytisch 
festzustellen.?) | 

10,154 mg Subst. gaben fiir Methyl 1,796 mg AgJ, 

fir Athyl 8,95 mg AgJ = 1,13°/, CH, und 4,81°/, C,H,. 

Es hatte sich also auch bei dieser Behandlung der gréBte 
Teil des Krystallalkohols abgespalten. 

II. A. Zur Verwendung gelangten 2 Liter Blut eines 38 bis 
4jaihrigen Rindes, Ausbeute 4,5 g Eisessig-Bromhaimin aber 





1) Diese Zs. Bd. 127, S. 190 (1928). 
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stark verunreinigt, so daB beim Umscheiden auch nur 60°/, 
Ausbeute erzielt wurde. Trotzdem enthielt das Rohhimin 
11,18°/, Brom (ber. 11,51). 

32,09 mg Subst. gaben 8,48 mg AgBr, 
ein Zeichen dafiir, da8 auch die Beimengungen halogenhaltig 
sein missen, was sich auch wieder dadurch zeigte, daB die in 
Chloroformpyridin unléslichen Teile an Bicarbonat betrichtlich 
Halogen abgeben. Das umgeschiedene Priparat zeigte alle 
Kigenschaften der Form IV Ba. 

B. 8 Liter Blut desselben Tieres wurden nach Mérners 
Verfahren verarbeitet. Ausbeute: 24 g Himin, nachdem das 
reichlich vorhandene Cholesterin durch Petrolither weggenommen 
worden war. Das in Wiirfelform krystallisierende Priaparat 
léste sich in Chloroform restlos auf. Die Analyse ergab das 
Vorliegen eines monomethylierten Bromhaimins. 

0,11065 g Subst. gaben 0,0125 g Fe,Q,. 


21,653 mg _séo#»“"; » 5,61 mg AgBr. 
43mg 4, »  1,5mg Ag. 
C,,H,,(C,H,)O,N,FeBr Ber. 11,06°/, Br 7,73°/, Fe 4,02°/, C,H, 
Gef. 11,02 7,90 4,32 


Zum Unterschiede gegeniiber dem bei I B beschriebenen 
Priparat léste sich das hier vorliegende in Soda nicht auf und 
gab auch kein Halogen an das Alkali ab. Auch die bei IB 
beschriebene Umscheidungsart versagte hier insofern als die 
Ausscheidung nur 0,38 g betrug und das Ausgeschiedene in 
verschiedenen F’ormen, hauptsichlich Wiirfel, aber auch Nadeln, 
krystallisierte. 

Die Form II B a, die fiir dieses Priparat zu wahlen ist, 
zeigt denn auch die durch Pyridin leicht zu lésende Betain-— 
bindung des Carboxyls b. Es ist also wahrscheinlich, daB die 
Umscheidung teilweise zu II Aa gefiihrt hat. Ein weiterer 
Unterschied gegentiber I B zeigt sich im Verhalten gegen 
Diazomethan. Der Versuch wurde wie bei I Bc beschrieben (S. 80), 
_ geleitet und verlief vollkommen gleich. Das Reaktionsprodukt 
war aber gegen Soda auch in der Hitze bestindig. Es mui 
sich, da vollkommene Monomethylierung eingetreten war, das 
stabile Dibetain, also Form LUI Ba gebildet haben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLI, 6 
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11,52 mg Subst. gaben 3,647 mg AgJ fiir Methyl und 4,12 mg AgJ 
fiir Athyl, 


C,,4H,(CH,\C,H,)O,N,FeBr Ber. 1 CH, 2,086%/, CH, 1 0,H,'3,935°/, C,H, 
Gef. 2,02 4,42 

Ill. Versuche von Dr. G. Schmid. Zur Verarbeitung ge- 
langten 5 Liter Blut einer Kuh auf Eisessig- Bromhimin. 
Ausbeute: 3,8 g pro Liter sehr reines Himin, das noch viel 
Chlor enthielt, da bei der Darstellung verabsiumt worden war 
mit Bromammonium gesittigte Bromwasserstoffsiure zum Hisessig 
hinzuzufiigen.') Dies wurde bei der Umscheidung beriicksichtigt 
und mit 80°/, iger Ausbeute dann ein reines Bromhimin erhalten. 


0,1673 g Subst. gaben 0,0437 g AgBr, 
0.1646 g¢ ., 4, 0,0441 g¢ AgBr. 


C,,H,,O,N,FeBr Ber. 11,51°/, Br Gef. 11,11 und ‘11,40°/, Br. 

Zu bemerken ist, dab langere Kinwirkung des Pyridins in 
der Chloroformlésung nur auf die Ausbeute einen KinfluB hatte. 
Sie wurde z. B. bei 2stiindiger Einwirkung auf 67°/, gegen- 
iiber 84°/, bei einer Dauer von nur 5 Minuten herabgesetzt. 
Auffallend war, daB sich das sonst dem Hisessig-Chlorhimin der 
Form IV Ba durchaus gleichende Priparat in angesiuertem 
Alkohol allmahlich léste, ferner die Unléslichkeit in kaltem 
Benzonitril, da wir bei einem fritheren Priparat wenn auch 
schwere Léslichkeit festgestellt hatten. Damals hatte diese 
Lisung auch eine geringe Leitfahigkeit gezeigt.*) Das jetzt vor- 
liegende Praparat léste sich in heiBem Benzonitril rasch, nach 
dem Abkiihlen trat keine Auscheidung ein, doch zeigte diese 
Lésung keine Leitfihigkeit, was darauf zuriickzufihren ist, daB 
sich das Himin in der erkalteten Lésung im kolloiden Zu- 
stand befunden haben wird. Bei langerem Stehen trat dann 
auch nur noch z. T. krystallisierter Ausfall ein. Nitromethan 
léste das Priparat nicht auf. 

a) Das Bromhaémin wurde unter den gleichen Bedingungen 
wie sie zur Methylierung des Hisessig-Bromhamins eingehalten 
worden waren und die bei I A beschrieben wurden, der Methy- 
lierung unterzogen, die Lisung also mit Hilfe von Pyridin be- 





1) Diese Zs. Bd. 91, 8. 125 (1914). 
2) Diese Zs, Bd, 129, S. 161 (1928). 
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wirkt, mit dem Resultat, daB sich bei Einsatz von 1 g eine 
Abscheidung von 0,73 g einstellte, die nicht krystallisierte, nur 
monomethyliert war und sich in 5°/,iger Soda schon bei 
Zimmertemperatur aufléste. 

0,0126 g Subst. gaben 0,0047 g AgJ = 2,4°/, CH, fie 2,12 °/, CH,). 


Das Verhalten erinnert also an den Ausfall des Versuchs 
I Ab, nur mit dem Unterschied, daB sich hier eine gréBere 
Menge des monomethylierten Himins gebildet hatte und da- 
durch der Ausfall eingetreten war, wihrend bei Versuch I A b 
der Stoff in der Mutterlauge stecken blieb. Dem Monomethyl- 
Bromhimin ist also ebenfalls die Form I A a zuzuschreiben. 
Beim Brom-Hisessighimin lést demnach das Pyridin die 
schwache Betainbindung des Carboxyls b, eine Veresterung 
wie beim Chlorhimin tritt aber nicht ein, wihrend die Methy- 
lierung des Betainwasserstofis, der zum Carboxyl a gehdrt, 
durch Addition von Methylbromid und Abspaltung von Brom- 
wasserstoff, bei beiden Himinen in gleicher Weise verliuft. 

Ich will hier noch einfiechten, daB dasselbe Bromhaimin, 
nachdem es '/, Jahr gelagert hatte, sich bei der Methylierung 
anders verhielt als das frisch dargestellte, indem nun ein 
Methylierungsgrad entsprechend 3,5°/, CH, unter denselben 
Bedingungen erreicht wurde. AufSchliisse will ich aber so lange 
verzichten, bis eine nochmalige Kontrolle durchgefiihrt worden ist. 

c) Den folgenden Versuch fiihre ich an, weil er zusammen 
mit anderen gleicher Art‘) die in der Kinleitung erwahnte 
Moglichkeit beweist, daB das Kisessighimin unter dem Hinflu8 
von Diazomethan methyliert wird und zwar am Stickstoff, der 
zum Carboxyl a gehért, wenn auch wegen der Unldslichkeit 
dieses Hamins immer nur ein kleiner Teil desselben betroffen 
wird. Zu einer Suspension von 0,46 g Brom-Hamin in Aceton 
wurde das aus 1 com Nitrosomethylurethan entwickelte Diazo- 
methan geleitet, wobei etwas Himin in Liésung ging. Nach 
8stiindigem Schiitteln wurde filtriert, wobei 0,4g unverindertes 
Hamin zuriickblieben. Das Filtrat hinterlieB beim Abdampfen 
etwa 50 mg eines in Chloroform léslichen, butterweichen Stoffes 





1) Diese Zs. Bd. 101, S. 30 (1917). : 
6* 
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der aus seiner Lésung in wenig Chloroform durch Fallung 
mit Petrolither pulverférmig erhalten wurde. Er war nur 
undeutlich krystallisiert und léste sich bei schwachem Erwirmen 
mit 5°/,iger Sodalésung ziemlich leicht. Es lag ein Mono- 
methylhamin vor. 

7,81 mg Substanz gaben 2,74 mg AgJ = 2,4°/, CH,. (Ber. 2,12) 
dem nach seinem Verhalten die Form IBa (Tab. Iu. Il) zu- 
erkannt werden kann. 

IV. Versuche von Dr. R. Huttenlocher. 

Das aus dem Blut eines jungen Stieres hergestellte Kisessig— 
Chlorhimin wurde in Portionen von 2 g der Methylierung 
wie bei IAb, also unter Verwendung von Pyridin unterworfen, 
wobei mit einer Ausbeute von 75°/, ein in feinen Spindeln 
krystallisierendes Haimin erhalten wurde, das in Chloroform, 
Aceton, Methylaithylketon, Benzol und heiBem Hisessig léslich 
war, unléslich in angesiuertem Alkohol und in kalter 5°/,iger 
Sodalésung. Es erwies sich als monomethyliert. 

15,35 mg Substanz gaben 3,02 mg AgCl = 4,87°/, Chlor, Ber. 5,33. 

6,55 mg fe » 217 mg AgJ = 2,12°, CH,, Ber. 2,26. 
Es gab fast das gesamte Chlor beim Anreiben mit kalter 
5°/,iger Sodalésung ab. 

0,2534 mg Substanz gaben 0,04704 mg AgCl = 4,59°/, Chlor. 
zeigte also ein Verhalten, das keinem der in Tab. I u. I ver- 
zeichneten Monomethyl(Chlorjhiminen zukommt. Es liegt somit 
ein durchaus anormales Produkt vor, das sich ja auch beim 
Versuch ein Porphyrin daraus zu gewinnen, anormal verhielt. 
Nach dem Verhalten gegen Soda sind beide Carboxyle nicht 
zur Betainbildung gekommen, wenn nun trotzdem nur ein mono- 
methyliertes, aber in Soda unlésliches Himin vorliegt, mu8 das 
eine Carboxyl an eine andere Stelle des Molekiils verkettet 
gewesen sein, Wie erwahnt, ist es leider noch nicht gegliickt 
eines Stoffes mit gleichen Eigenschaften wieder habhaft zu 
werden. 

V. Versuche von Dr. W. Heess. 

a) Das zur Verwendung kommende Blut stammte von 
2—3 Jahre alten kraftigen Ochsen. Das hieraus gewonnene 
Eisessig—Chlorhimin lieB sich mit guter Ausbeute dimethylieren. 
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Verdringung des Chlors durch Brom fiihrte zu einem Dimethyl- 
(brom)himin, allerdings nur mit 60°/, Ausbeute, das aus heiBem 
Hisessig (1:30) in sternférmig gruppierten Spindeln krystalli- 
sierte und an Sodalésung selbst bei langer Behandlung nur 
wenig Brom abgab. Es darf auch fir dieses Priparat 
Form IilAa angenommen werden. 


47,04 mg Substanz (i. V.) gaben 12,57 mg AgBr. 
4,38 mg »  gaben 2,69 mg AgJ. 
C,,H,,0O,N,FeBr Ber. 11,079, Br 4,16°/, CH, 
Gef. 11,37 3,97 

In den Mutterlaugen blieb Farbstoff zuriick, der nach 
seiner Uberfiihrung in Chloroform durch Petrolither gefallt 
werden konnte und durch Lésen in Benzol und Fallen mit 
Petrolither gereinigt wurde. Krystallisiert wurde er nicht er- 
halten. Nach den Analysen liegt ein Additionsprodukt von 
Methylalkohol an das Dimethyl(brom)himin vor: 


5,80 mg Substanz (i. V.) gaben 4,55 mg AgJ. 


24,25 mg » gaben 5,61 mg AgBr. 
C,,H;,0,N,FeBr-CH,OH Ber. 10,06, Br  5,96°/, CH, 
Gef. 9,85 549 


b) Zum Vergleich mit dem obigen Dimethyl(brom)himin 
sollte nun ein gleich zusammengesetzter Stoff auf dem Wege 
iiber das De(hydrochlorid)himin aus dem Eisessig Chlorhimin 
hergestellt werden. Das durch die Einwirkung von Anilin 
erhaltene Produkt enthielt noch 0,7°/, Chlor. 2g desselben 
wurden in 100 ccm Methylalkohol und 10 Tropfen 30°/,iger 
Schwefelsiure gelést und der siedenden Lésung 6 ccm 48 °/, ige 
Bromwasserstofisiure zugesetzt. Hs fielen dabei 1,5 g eines 
monomethylierten Himins aus, das wiirfelférmig krystallisierte 
in angesiuertem Alkohol léslich, in Benzol unléslich war. Von 
heiBer Sodalésung wurde es unter Abspaltung des Broms 
gelést. Form IfAa: | 
: 21,075 mg Substanz (i. V.) gaben 5,50 mg AgBr. 

9,25 mg »  gaben 8,258 mg AgJ. 

C,,H,,0,N,FeBr Ber. 11,28°/, Br 2,12°/, CH, 
| Gef. 11,05 2,25 




















Uber einige neue Abbauprodukte des Digitogenins. 


Von 


A. Windaus und §. V. Shah. 





(Aus dem Allgem. Chemischen Laboratorium der Universitit Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Oktober 1925.) 


Im AnschluB an friihere Versuche von Kiliani') haben 
wir die Einwirkung von Salpetersiure auf Derivate des 
Digitogenins (I) studiert und zunichst die Digitosiure (II) 
und die Oxydigitogensiure (VII) mit diesem Oxydationsmittel 
behandelt. 


I. Einwirkung von Salpetersiure auf Digitosiure. 
Digitosfure ist eine Ketodicarbonséure von der Formel 
C,,H,,0,, sie enthalt noch 3 hydrierte Ringe, 2 Carboxyl- 
gruppen, 1 Ketogruppe und 2 oxydartig gebundene Sauerstoff- 
atome. 














CHOH CHOH CO COOH 
HC YH dHOH HO CH COOH 
HC 66H OG, ~*~ gt do dn, 
¥% ¥% 
: 5. eee aan, 
0,H,-CH-CH+CH,-CH,-GH-CH-CH  G,H,-CH-CH.CH,-CH,.CH-CH-CH 
on, | oom Om, 
I. Digitogenin Il. Digitosiure | 





!) Kiliani und Merk, Chem. Ber. Bd. 34, S. 8565 (1901). 
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Digitosaure liefert bei der Oxydation mit Salpetersiure 
eine schén krystallisierte Saure, die vier Kohlenstoffatome 
weniger enthilt als das Ausgangsmaterial und die Formel 
C,,H,,0,,N besitzt; sie gibt einen krystallisierten Dimethy|- 
ester, in der Kalte titriert sie sich zweibasisch, beim Er- 
-wirmen mit Alkalien spaltet sie salpetrige Sdure und vielleicht 
auch Salpetersiure ab und geht in harzartige Produkte tiber; 
bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat gibt sie eine neue 
Saiure, die sich als dreibasisch erweist und vielleicht die 
Formel C,,H,,0,, besitzt. Es ist nicht méglich, auf Grund 
dieser Befunde den Verlauf der Reaktion klar zu iibersehen. 
Bemerkenswert ist es aber, daB auch die Gitogensadure (II]) 
beim Erwirmen mit Salpetersiure 4 Kohlenstoffatome ubspaltet; 
diese Abspaltung erfolgt aus der Seitenkette und fihrt zu 
einem Lacton C,,H,,0, (IV). 














CH, COOH CH, COOH 
Ho WH coon HC” tH coon 
( | | ee | | } . 
H, oh H.C CH CH, 
x CH as 
——__a i 
| ‘ 
C,H,-CH-CH- CH, -CH,-CH-CH-CH C,H, -CH-CH-CH,-CH,-CO 
CH, CH, | CH, 
Ill. Gitogensiure IV. Lacton C,,H,,0, 


Es ist wahrscheinlich, daB auch die 4 Kohlenstoffatome, 
die aus der Digitosiure abgespalten werden, aus der Seiten- 
kette stammen; hierbei entsteht aber kein Lacton, sondern, 
wie es scheint, ein Ester der salpetrigen Siiure oder der Sal- 
petersiure. Wir haben uns lange um eine Deutung dieser 
Reaktion bemiiht und sind zu der Vermutung gekommen, die 
neve Verbindung ©,,H,,0,,N sei der Salpetersiureester eines 
Lactols. Der Abbau der Seitenkette ware dann folgender- 
maBen zu formulieren: 
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A cH, II ono 

i 2 

C,H, CH: CH-CH,-CH,-CH-CH- CH —> 0,H,-CH-CH-CH,-CH,-CH . 
: CH, | CH, I CH, 





Allerdings kann sich die Oxydation nicht auf diesen Vor- 
gang beschranken, da das Reaktionsprodukt dann nur 9 Sauer- 
stoffatome enthalten wirde, wahrend die richtige Formel 
C,:H,,0,,.N lautet. Vermutlich wird gerade wie beim Uber- 
gang der Oxydigitogensiure C,,H,.O, in Digitsiure C,,H,,0,, 
noch ein tertiir gebundenes Wasserstofiatom zn Hydroxyl 
oxydiert worden sein. — 

Wir erteilen also der Siure C,,H,,0,,N die Formel V 
und erkliren uns die Bildung des Oxydationsproduktes 
C,,H,,0,, (VI) bei der Einwirkung von Permanganat so, daf 
der Salpetersiureester des Lactols zum Lacton oxydiert wird 
und da8 der carboxylhaltige Ring genau so aufgespalten wird 
wie beim Ubergang der Digitosaure (II) in Oxydigitogen- 
siure (VII). 














2 _ Seen COOH | COOH 
H,G Ss COOH HO CO. COOH 
l —> 
H.C  COH CH, H.C . 0-OH OH, 

Se ee 
CH CH H CH 
ee a 
a ONO, . 
C,H,-CH-CH-CH,-CH,-CH C,H, -CH-CH-CH,-CH, CO 
OH, | } CH, 
V. Siure CyeHs19,0.N VI. Sdure C..H5,915 


Il. Einwirkung von Salpetersiure auf Oxydigitogensaure. 
Bei der Oxydation der Oxydigitogenséure (VII) mit 
Salpetersiure entsteht eine krystallisierte Saure 
C,,H,,0,,N (VIL); sie ist dreibasisch und liefert einen kry- 
stallisierten Trimethylester (IX); beim Erwirmen mit Kali- 
lauge spaltet sie salpetrige Siure und vielleicht Salpetersiure 
ab und geht in ein harzartiges Produkt tiber; beim Erhitzen 
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des Trimethylesters C,,H,,O,,N im Hochvakuum spaltet er 
salpetrige Siure ab und gibt einen krystallisierten Ester 
C,,H,,0, (X), der bei der Verseifung eine Tricarbonsiure 
C,,H,,0, liefert. Diese Saiure enthalt, wie die Titration be- 
weist, auSer den 3 Carboxylgruppen 1 Lactongruppe und auch 
eine nach Zerewitinoffs Methode nachweisbare Hydroxyl- 
gruppe. 

Kine Deutung fir den Reaktionsverlauf versuchen wir 
hier auf demselben Wege zu finden wie bei der Digitosaure. 
Nach den friiher angestellten Ermittlungen besitzt die Oxy- 
digitogensiure (VII) wahrscheinlich die Formel einer e-Keton- 
siure; bei der Behandlung mit Salpetersiure verliert sie nicht 
4 Kohlenstoffatome wie Gitogensiure und Digitosiure, son- 
dern 5. Wir nehmen an, dab 4 Kohlenstoffatome aus der 
Seitenkette stammen und eines aus der Gruppe -CO-COOH. 
Ferner wird auch hier ein tertiires Wasserstofiatom zu Hydr- 
oxyl oxydiert, so daB sich der Ubergang der Oxydigitogen- 
siure (VII) zur Saure C,,H,,0,,N (VII) folgendermaBen 
darstellt: 














PP scige COOH 3 Pcs 
H,C CO COOH H,C COOH COOH 
| | | wr | | 
sai CH. CH, H,C C-OH CH, 
oe 
6 NG H OH 
dee oe 
LS ONO, 
C,H,:CH- CH- CH, ° CH, e CH- CH- CH C,.H,-CH-CH-CH,-CH,-CH 
CH, CH, I CH, 
VII. Oxydigitogensiiure : VIII. Saure C,,H,, 0.,N 


Wir weisen auch hier nachdriicklich darauf hin, 
daB diese vorlaufige Deutung des Reaktionsverlaufes 
sicher verbesserungsbedirftig ist; immerhin gelingt es, 
auch das Verhalten des Trimethylesters C,,H,,0,,N (IX), der 
bei der Destillation salpetrige Siure verliert und einen Ester 
C,,4H,,.0, (X) entstehen laBt, durch diese Formulierung zu ver- 
anschaulichen: 
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COOCH, COOCH, 
coocH, COOCH, uc coocH, COOCH, 
| oe | : 
H.C am CH, b.on CH, 
ye” | Ow 
| 
“ 0/NO, a 
C,H,-CH-CH-CH,-CH,- lH C,H,-CH-CH-CH,-CH,+CO 
4 CH, | | CH, 
TX. : X. 


III. Oxydation der Digitogensiure mit kalter Chromsaurelésung. 


Wie bereits in der Arbeit von Windaus und Willer- 
ding*) mitgeteilt worden ist, entstehen bei der Oxydation der 
Digitogensiure mit heiBer Chromsiurelésung 3 Sauren, eine 
Pentacarbonsiure C,,H,,..,0,,, eine Tricarbonsiure C,,H,,0, 
und «-Methyl-glutarsiure. Die Saure C,,H,,0,, die selbst 
nicht krystallisiert, wurde durch ihren schénen Trimethylester 
charakterisiert. Wir haben nun gefunden, daB diese Saure 
C,,H,,0, schon mit kalter Chromsiurelésung aus Digitogen- 
siure gebidet wird. Wir glauben darum, da8 der carbonyl- 
haltige Ring der Digitogensiure unverindert geblieben ist 
und daB die Seitenkette in der Saure C©,,H,,O, (XI) an- 
gegriffen ist. 

Um die Formel des Esters (,,H,,0, sicherzustellen, haben 
wir ihn partiell verseift und haben einen einfach sauren 
Dimethylester und einen zweifach sauren Monomethyl- 
ester erhalten; dann haben wir den Ester C,,H,,0, mit Eis- 
essig und Jodwasserstoffsiure behandelt und sind iiber ein 
jodhaltiges Zwischenprodukt zu einer Tricarbonsaure 
C,,H,,0, (XII) gekommen, in der augenscheinlich der Oxydring 
aufgespalten und reduziert ist. 

Der weitere Abbau der hier beschriebenen Stoffe wiirde 
sicher neue Einblicke in die Konstitution des Digitogenins 





1) Diese Zs. Bd. 143, S. 37 (1925). 
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gestatten; leider wird die Fortfiihrung der Versuche durch die 
Kostbarkeit des Materials sehr erschwert. 


I. Saure C,,H,,0,,N 


1 Teil Digitosiure wird vorsichtig mit 5 Teilen rauchender 
Salpetersiure (1,5) tibergossen; die Reaktion ist ziemlich heftig, 
es wird auBer Stickoxyden auch Kohlendioxyd entwickelt und 
die Digitosiure geht in Lésung. Man fallt nach dem Stehen 
tiber Nacht das Oxydationsprodukt mit Wasser aus und kry- 
stallisiert es mehrmals aus siedendem EHisessig um. Die neue 
Saure ist fast unléslich in Wasser und Ather, ziemlich gut 
léslich in Eisessig und Alkohol. Beim Erhitzen im Schmelz- 
punktsréhrchen fairbt sie sich bei 230° braun, bei 242° ist sie 
vollig zersetzt. Ausbeute 20°/,. 

8,177 mg Substanz gaben 6,571 mg CO,, 1,906 mg H,O. 


4,328 mg Pa » 0,111 cem N (17° 757 mm). 
Cy2Hs,019N Ber. C 56,29°/, H 6,61°/, N 2,98°/, 
Gef. ,, 56,40 » 6,56 »» 3,01 


Titration: 6,763 mg Substanz verbrauchten 0,29 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H;,0,.N (zweibasisch) Ber. 234 Gef. 238. 
Wird, die Saiure C,,H,,0,,N in der tblichen Weise mit 
atherischer Diazomethanlésung behandelt, liefert sie einen 
schén krystallisierten Dimethylester, der nach dem Um- 

krystallisieren aus Methylalkohol bei 194—-195° unter Zer- . 
setzung schmilzt. Der Ester ist léslich in Alkohol, fast un- 

- ‘Wslich in Ather, er krystallisiert in feinen Nadeln. 
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2,963 mg Substanz gaben 6,307 mg CO,, 1,885 mg H,0. 


$,404mg 4, » 8,212 mg AgJ. 
C,,H,,0,.N Ber. C 57,95°/, H 7,04%, OCH, 12,47°/, 
Gef. ,, 58,05 » 6,88 » 1948 


Beim Erwirmen des Esters mit methylalkoholischer Kali- 
lauge wurden 8 Aquivalente Alkalilauge verbraucht; in der 
Verseifungsfliissigkeit lieB sich salpetrigsaures Salz nachweisen. 

Oxydation: 1 Teil Saiure C,,H,,0,,N wurde in 100 Teilen 
n/5-Natronlauge gelést und so lange mit 2°/,iger Kalium- 
permanganatlésung behandelt, bis die Farbe des Permanganats 
etwa 1/, Stunde bestehen blieb. Nach beendigter Reaktion 
wurde das Gemisch mit schwefliger Saiure und Schwefelsiure 
versetzt und 10 mal mit Essigester ausgeschiittelt; der Essig- 
esterextrakt wurde eingedampft und der Riickstand aus Wasser 
umkrystallisiert. 

Das neue Oxydationsprodukt ist in Wasser und den 
meisten organischen Lésungsmitteln auBer Petrolither leicht 
léslich, es schmilzt zunachst bei 113°, erstarrt dann. wieder 
und schmilzt nunmehr erst bei 172°. 


3,057 mg Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 6,239 mg CO,, 
1,909 mg H,O. 


3,520 mg ” (5) ” ” ) » 1,159 mg CO,, 
2,126 mg H,O. 
CoH 39015 -H,O (?) Ber, C 55,93 ". H 6,78 °F, 


Gef. ,, 55,68 55,50 ,, 6,99 6,76 
Titration: 8,054 mg Substanz verbrauchten in der Kilte 0,51 ccm 
n/10-Lauge. 


Aquivalentgewicht: 0,,H;,0,9*H,0 (?) (dreibasisch) 
Ber. 151 Gef. 157. 


8,117 mg Substanz (bei 135° getrocknet) gaben 6,575 mg CO,, 
1,994 mg H,0. 
Cy9H 39940 (?) Ber. C 58,149, H 6,61°/, 
Gef. ,, 57,56 » 1,16 


Il. Saure C,,H,,0,,N. 

1 Teil Oxydigitogensiure wird vorsichtig mit 5 Teilen 
rauchender Salpetersaure 1,52 tibergossen; unter heftiger Reaktion, 
bei welcher reichlich Kohlendioxyd entwickelt wird, geht die 
Oxydigitogensiure in Lisung. Nachdem die Hauptreaktion 
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voruber ist, erhitzt man die salpetersaure Lésung auf dem 
Wasserbad, bis die Gasentwicklung aufhért. Hierzu sind etwa 
2 Stunden erforderlich, dann wird die Lésung bis zur Triibung 
mit Wasser versetzt, worauf sich im Laufe einiger Stunden 
die Hauptmenge (25°/,) des Oxydationsproduktes in schénen 
Nadeln abscheidet; aus den Mutterlaugen fallt im Laufe einiger 
Tage noch eine weitere Menge (5°/,) aus. 

_ Aus Eisessig umkrystallisiert bildet die neue Saure glinzende 
Blattchen und schmilzt bei 218—220° unter Zersetzung; sie 
ist leicht léslich in Alkohol und Elisessig, schwer léslich in 
Ather und in Wasser. 


8,687 mg Substanz gaben 0,095 cem N (21°, 751 mm). 


2,97 mg . » 5,772 mg CO,, 1,688 mg H,0. 
C.Hs,0i:N Ber. C 58,289,  H 655%,  N 2,96%, 
Gef. ,, 58,02 » 6,36 » 2,96 


Titration: 0,0463 g Substanz verbrauchten 2,75 ecm n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H,,0,,N (dreibasisch Ber. 158 Gef. 165. 


Beim Erwirmen mit alkoholischer Kalilauge spaltet die 
Saure salpetrige Siure ab und verbraucht genau 4 Aquivalente 
Alkalilauge. 

Der mit iatherischer Diazomethanlésung bereitete Tri- 
methylester krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 171°, er 
ist leicht léslich in Alkohol, sehr schwer léslich in Ather. 

8,017 mg Substanz gaben 6,191 mg CO,, 1,868 mg H,O. 


2,981 mg ‘s » 6,102 mg CO,, 1,809 mg H,0O. 

3,578 mg _soé,, » 0,087 eem N (19°, 744 mm), 

2,674 mg * » 8,639 mg AgJ. 

8,094 mg ma » 4,141 mg AgJ. 

C,,H,,0,,N 
Ber. © 55,92°/, H 7,18°, N 2,72°/, OCH, 18,06%, 
Gef. ,, 55,99 55,85 ,, 688 6,79 ,, 2,78 » 17,99 17,70 


Molekulargewichtsbestimmungen: 
0,318 mg Substanz, 4,108 mg Campher, Erniedr. 6°, Mol.-Gew. 508 


0,497 mg s 4,918 mg ye os 9° Pp 449 
0,298 mg ra 2,82 mg - eS e " 497 
0,215 mg . 2,49 mg “ go Oe * 582 
0,418 mg “ 7,56 mg is <n - 492 
0,228 mg ra 3,76 mg e . oe oo oe 


©,,H,,0,,N  Mol-Gew. Ber. 515 Gef. 494. 
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Destillation des Esters im Hochvakuum: Der Ester 
C,,H,,0,,N wurde aus einer kleinen Retorte im Hochvakuum 
tiberdestilliert und ging bei einer Temperatur des Luftbades 
von etwa 250° als braunes Ol iiber. Das erhaltene Destillat 
wurde mehrmals aus Methylalkohol umkrystallisiert und dadurch 
von hartnickig anhaftenden braunen Verunreinigungen befreit. 
In den schwerer léslichen Fraktionen stecken sehr kleine 
Mengen von Verbindungen, die bei 176° und 157° schmelzen, 
der Hauptteil des Destillats (50°/,) schmilzt konstant bei 142°, 
er krystallisiert in derben Nadeln und ist leicht léslich in 
Alkohol, schwer léslich in Ather und Amylather; die Probe 
auf Stickstoff ist negativ. 


2,87 mg Substanz gaben 6,366 mg CO,, 1,86 mg H,0O. 


825mg » 4,654 mg AgJ. 
4,153mg ,, » 5,952 mg AgJ. 
C,,H,,0, Ber. C 61,539, H 1,69°, OCH, 19,87°, 
Gef. ,, 61,45 » 1,81 » 18,95 18,92 


Der mit methylalkoholischer Kalilauge verseifte Ester 
gab eine Saiure, die aus Ather in feinen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 215—216° krystallisierte; sie ist sehr leicht léslich in 
Alkohol, schwer léslich in Ather. 


8,295 mg Substanz gaben 7,117 mg 00, 2 2,013 mg H,0. 
3,145 mg re » 6,115 mg CO,, 1,980 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. © 59,18%, H 7,08°/, 

Gef. ,, 58,98 58,76 » 6,83 6,81 
3,85 mg Substanz verbrauchten 0,265 cem n/10-Lauge. 
0,0571 g . 3,67 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H,,0, (dreibasisch) 
Ber. 142 Gef. 144 156 


In der Hitze wurde mehr Alkalilauge verbraucht. 
0,0571 g Substanz verbrauchten 4,52 cem n/10-Lauge. 


III. Verseifung des Esters C,,H,,0,. 
(Nach Versuchen von O. Linsert.) 
Der Ester C,,H,,O, la8t sich aus den Mutterlaugen, die 


bei der Darstellung der Digitogensdure abfallen, in einer Aus- 
beute von etwa 10%/, isolieren und mit dem friher beschrie- 
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benen Ester’) durch Analyse und Mischschmelzpunkt identi- 


fizieren: 
3,098 mg Substanz. gaben 1,426 mg CO,, 2,308 mg H,0. 


4,076 mg ‘“ » 5,575 mg AgJ. - 
C.,H 4.0, Ber. © 65,15°/, H 7,92°/, OCH, 17,42°/, 
| Gef. ,, 65,41 9 8,82 » 18,07 


1 Teil Ester wurde in einer Mischung von 15 Teilen Kis- 
essig und 10 Teilen 10°/,iger Schwefelsiure gelést und das 
Gemisch 1 Stunde am Riickflu8kihler gekocht. Die noch heiBe 
Lésung wurde mit Wasser bis zur Triibung versetzt; nach 
kurzer Zeit begann das Verseifungsprodukt auszukrystallisieren. 
Das Rohprodukt wurde in der iiblichen Weise in einen neutralen 
und sauren Anteil zerlegt; der saure Anteil wurde aus ver- 
diinntem Aceton umkrystallisiert und lieferte dabei den in 
derben Nadeln krystallisierenden sauren Dimethylester, 
der bei 125° schmolz. Ausbeute etwa 25°/,. In den Mutter- 
laugen fand sich der Monomethylester. 

8,415 mg Substanz gaben 7,801 mg CO,, 2,282 mg H,0. 

5,014 mg i »  4,289mg AgJ. 

CysH4o0,-H,O Ber. C 62,18, H 786% OCH, 11,52%, 
Gef. ,, 62,32 » 1,48 > tee. 
Titration: 0,2707 g Substanz verbrauchten 5,41 ccm n/10-Lauge. 
0,1225 g . * 2,41 cem n/10-Lauge. 
0,28338 g x + 4,50 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht C,,H,.0,-H,O (einbasisch) 
Ber. 586 Gef. 500 508 518 

Zur Darstellung des sauren Monomethylesters lést 
man 1 Teil Neutralester C,,H,,O, in 10 Teilen Hisessig, figt 
10 Teile 20°/,iger Salzsiure hinzu und kocht 5 Stunden am 
RiickfluBkihler. Das Verseifungsprodukt wird durch vorsichtigen 
Wasserzusatz ausgefallt und aus Aceton umkrystallisiert. Der 
saure Monomethylester krystallisiert in feinen Nadeln, die bei 
201° schmelzen. | 

5,351 mg Substanz gaben 2,463 mg AgJ. 

C,,H,,0,(0CH;)-H,O Ber. OCH, 5,90°/, Gef. OCH, 6,08°%, 

0,1129 g Substanz verbrauchten 4,35 ccm n/10-Lauge. 


0,1160 g ‘s * 4,57 ccm n/10-Lauge. 
0,1257 g ‘ 4,81 cem n/10-Lauge. 


1) Diese Zs, Bd. 148, S. 44 (1925). 
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Aquivalentgewicht: C,,H,,.0,+H,0 (einbasisch) 
Ber. 262 Gef. 260 254 261 

Saiure C,,H,,0,: 1 Teil Ester wurde mit 10 Teilen EKis- 
essig und 6 Teilen Jodwasserstofisiure (2,0) 3 Stunden am Riick- 
fluBkiithler gekocht; nach dieser Zeit fallte man das Reaktions- 
produkt durch Wasserzusatz aus; es ist eine methoxylfreie, 
aber jodhaltige Saiure, die sich aus verdiinntem Methyl- 
alkohol umkrystallisieren lift. Beim Erhitzen im Schmelz- 
punktréhrchen zersetzt sie sich bei 240—250°; sie scheint 
nicht ganz einheitlich zu sein und enthalt etwas mehr Kohlen- 
stoff und weniger Jod als der Formel C,,H,,0,J entspricht. 


3,068 mg Substunz gaben 5,950 mg CO,, 1,81 mg H,0. 


3,207 mg Pe » 6,252mg CO,, 1,883 mg H,0. 
3,719 mg ‘3 » 90,152¢ J. 
CysHe,0.J Ber. © 51,65% H 6,10°), J 21,0°/, 
Gef. ,, 58,12 58,30 ,, 6,68 6,58 ,, 20,2 


6,678 mg Substanz verbrauchten 0,351 ecm n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H,,0,.J (dreibasisch) 
Ber. 201 Gef. 190 
Der mittels Diazomethan bereitete Trimethylester ist 
dimorph, er zeigt den Schmelzp. 122° und 105°. 


8,018 mg Substanz (122°) gaben 6,037 mg CO,, 1,890 mg H,0. 


060mg _s,, . ,, 5,998mg CO,, 1,847 mg H,0. 
$.947mg _s,, 4 » 0,786 mg J. 

4,462 mg i . » 5,075 mg AgJ. 
3,099 mg ‘ (105°) ,, 6,20mg CO,, 1,99 mg H,0. 
2,837 mg * e » 95,685 mg CO,, 1,788 mg H,0. 


CyoHy0.J Ber. C 58,87°, H 666% J 19,66 OCH, 14,4 
Gef. ,, 54,58 54,55 ,, 7,01 6,89 ,, 19,91 16,08 
» 54,59 54,66 ,, 7,28 6,98 
Um aus der Siure C,,H,,0,J das Jod herauszunehmen, 
kochten wir die essigsaure Lisung 2 Stunden mit Zinkstaub 
am RiickfluBkihler; das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser 
ausgefallt und aus verdiinnter Essigsiure umkrystallisiert; die 
neue Saure ist jodfrei, sie schmilzt bei 273—274° 
8,004 mg Substanz gaben 7,210 mg CO,, 2,214 mg H,0. 
2,814 mg ‘ »  6,187mg CO,, 2,096 mg H,0O. 
CygHy,0, Ber. C 65,27%, H 7,95°/, 
Gef. ,, 65,48 65,33 » 8,25 8,54 
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Titration: 6,200 mg Substanz verbrauchten 0,375 cem n/10-Lauge. 


6,503 mg 9” oe 0,353 eem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C,,H,,0, (dreibasisch) 
Ber. 159 Gef. 165 168 


Der in der tiblichen Weise bereitete Methylester schmilzt 
bei 125—126°. 
2,881 mg Substanz gaben 7,101 mg CO,, 2,319 mg H,0, 


4,693 mg - » 6,285 mg AgJ. 
C,,H,,0, Ber. C 66,929, H 846°, OCH, 17,88%, 
Gef. ,, 67,20 » 8,94 , 4087 
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Re x 


Uber die Einwirkung von Benzoylperoxyd auf ein 
Dimethy] (chlor) hamin. 
Von 


William Kiister und W. Ruff. 





(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir org. u. pharmac. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1925.) 





Die im experimentellen Teil beschriebenen Untersuchungen 
sind zu einer Zeit begonnen worden, als die Annahme noch 
nicht widerlegt worden war, daB die ,,Seitenketten* des Hamins 
aus zwei Vinylen bestehen'), und haben dann ihrerseits dazu 
beigetragen, diese Ansicht fallen zu lassen. Es sollte ver- 
sucht werden, durch eine milde Oxydation ein Atom oder zwei 
Atome Sauerstoff anzulagern, also eine der Oxydation des 
Vinylathylathers zum Athylglykolosid ahnliche Reaktion herbei- 


zuftihren: 
CH, = CHOC,H, —» CH,—CH-0C,H, %), 


nach deren Gelingen dann die Méglichkeit einer Porphyrin- 
bildung gepriift werden sollte. In der Tat wirkt Benzoyl- 
peroxyd in Chloroformlésung auf das Dimethyl (chlor) hamin 
ersichtlich ein, denn das charakteristische Spektrum des Farb- 
stofis andert sich unter der EKinwirkung des Oxydationsmittels 
vollstandig. Trotzdem war, wie die Aufarbeitung des Reaktions- 
gemisches zeigte, etwa */, des eingesetzten Himins unverindert 





1) W. Kiister u. W. Heess, Chem. Ber, Bd. 58, 8. 1022 (1925). 
*) M. Bergmann, Chem. Ber. Bd. 54, 8. 2150 (1921). 
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geblieben, daneben war ein neuer in Methylalkohol léslicher 
Stoff entstanden, der in Chloroform fast spielend léslich war, 
sich aus Hisessig umkrystallisieren lie} und daraus in zu stern- 
férmigen Biischeln gruppierten Nadeln erhalten wurde. Das 
Spektrum seiner Lésung in Chloroform zeigte nur noch einen 
schwachen Streifen bei A 635—640, wihrend das eingesetzte 
Dimethylhimin bei gleicher Konzentration 3 Streifen aufwies 
(A 510—520, 560—570, 610—640). Durch die ,,Oxydation“ 
waren also Verinderungen eingetreten, durch welche das Spek- 
trum beeinflu8t wird, und zwar mufBten sie geringfigiger Natur 
sein, da ein Porphyrin erhalten werden konnte, aber Himato- 
porphyrin hatte sich nicht gebildet. Aus den analytischen 
Daten l4B8t sich ein sicherer SchluB auf die Zusammensetzung 
nicht ziehen. Da die fiir die Elementarbestandteile ermittelten 
Werte mit den fiir das eingesetzte Himin berechneten ziem- 
liche Ubereinstimmung zeigen, ist eine Anlagerung von Sauer- 
stoff jedenfalls ausgeschlossen. Im Hinblick auf die Art der 
Gewinnung muB daher noch am ehesten an eine um zwei 
Wasserstoffatome verminderte Formel gedacht werden, wonach 
also eine Dehydrierung eingetreten wire: 


C,,Hoe(CH,),0,N,FeCl + (C,H,COO), 
—»  (,,H,(CH,),0,N,FeCl + 20,H,COOH . 


Fir diesen Verlauf spricht auch nicht nur das Auftreten 
von Benzoesa’ure und die Eigenschaften des neuen Stoffes, die 
sich ja von denen des Dimethyl (chlor) himins wesentlich unter- 
scheiden, sondern auch der Verlauf der Bromaddition. Aller- 
dings wurden auch von dem ,,Oxydationsprodukt“ nur zwei Atome 
Brom addiert. Wahrend sich aber das Dibromdimethylhimin 
vom Dimethylhimin im Spektrum kaum unterscheidet, treten 
nach der Addition von zwei Bromatomen an das neue Produkt 
zwei Absorptionsstreifen auf. Ferner verliert das Bromadditions- 
produkt unter der Einwirkung von Soda bereits Halogen und 
zwar Brom und Chlor zusammen in einer Menge, die zwei 
Atomen Brom nahe kommen, wahrend eine solche Abgabe 
weder beim verwendeten Dimethylhimin noch bei seinem mut- 


Sa 





maBlichen ‘Dehydrierungsprodukt beobachtet wurde und auch : i ‘ 
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bei dem Dibromdimethylhimin nicht eingetreten war. Letzteres 
gab ferner beim Kochen mit Methylalkohol ein Bromatom so 
allmahlich ab, daB eine glatte Umsetzung nicht erméglicht 
werden konnte. Das Bromadditionsprodukt des dehydrierten 
Stoffes verlor aber unter gleichen Bedingungen wenigstens bei 
etwa 26°/, der eingesetzten Menge ein Bromatom vollstandig, 
so da®B es sogar gelang, das hierbei entstandene Monobrom 
monomethoxylderivat krystallisiert zu erhalten. Auch hatte 
sich unter der Einwirkung von Soda ein Hydroxyl gebildet, 
das durch Diazomethan sehr glatt methyliert werden konnte. 
Nach allem méchten wir annehmen, da tatsichlich eine De- 
hydrierung und zwar in den Seitenketten erfolgt ist. Geben 
wir diesen die bereits héchstwahrscheinlich gemachte Form 


— Cun} 
ses so kénnte sich die Wegnahme zweier Wasserstoff- 


—HC=CH 
atome am ,,Vinyl“rest vollzogen haben, so da8 nunmehr die 


—C=CH 
Anordnung ~\_ — vorliegt. Die Addition von Brom wiirde 


dann nicht wie beim Dimethylhimin in Stellung 1—4, sondern 
an der ,,Acetylengruppe“ erfolgt sein, was die Leichtabspalt- 
barkeit von zwei Bromatomen erkliren kénnte. DaB auch 
Chlor abgespalten wurde, legt die Annahme nahe, die Halogene 
kénnten ihre Stellung im Molekiil gegeneinander austauschen. 
Was die Anderung des Spektrums durch die Dehydrierung 
betrifft, so muB diese mit der Komplexbindung des Hisens im 
Zusammenhang stehen. Nun war schon beim Dibromdimethyl- 
hamin darauf hingewiesen worden, daB offensichtlich das Eisen 
auch mit den ungesittigten Seitenketten in Beziehung stehen 
muB, weil die Ablésung des Eisens mit einer Sprengung der 
Bindung zwischen den Seitenketten Hand in Hand geht. So 
werden die stirker ungesittigt gewordenen Seitenketten im 
Dehydrierungsprodukt erst recht das Kisen in Anspruch nehmen, 
was auf dessen Beziehung zu den Methinen und damit auf 
den Farbstoffcharakter, also auf das Spektrum von EHinfluB 
sein muf. Tatsichlich 14Bt sich das Eisen aus dem de- 
hydrierten Stoff durch Erhitzen leichter wegnehmen als aus 
dem Dimethylhimin, was damit zusammenhangen mag, daB 
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die Neigung, mit der Salzsiure zu reagieren, durch den stirker 
ungesittigten Charakter zugenommen hat. 

In Ubereinstimmung mit diesen Vorstellungen stehen Beob- 
achtungen iiber die Kinwirkung von Anilin einerseits, von 
Pyridin andererseits auf das dehydrierte Dimethyl (chlor) himin. 
In beiden Fallen war die Herausnahme des Chlors unvoll- 
stindiger erfolgt als nach allen Eyfahrungen an dimethylierten 
Haminen erwartet werden konnte. Sie betrug durch Anilin 
etwa 75°/,, durch Pyridin sogar nur 60°/, der vorhandenen 
Menge. Doch zihlte das nach dem Ansiuern ausgefallene 
Produkt zur Klasse der Hydroxyhimine, da es sich in mit 
verdiinnter Schwefelsiure angesiiuertem Alkohol léste und aus 
dieser Lésung durch Salzsiure wieder gefaillt werden konnte. 
Der nach der Einwirkung von Anilin entstandene Stoff wurde 
auch bei dieser Behandlung wieder in ein krystallisiertes Hamin 
mit vollem Chlorgehalt iibergefiihrt, der durch Pyridin ge- 
wonnene gab dagegen eine amorphe Fallung, ohne die be- 
rechnete Chlormenge aufgenommen zu haben. Durch Pyridin 
ist also eine Verinderung eingetreten, die verhindert, daB das 
Hydroxyl durch Chlor ersetzt wird. Uber die — Ver- 
anderung geben aber die Vorstellungen AufschluB,’welche der 
eine von uns iiber die Wirkung des Pyridins auf ein Haimin 
entwickelt hat.!) Denn wenn es auch den Anschein hat, als 
ob Anilin und Pyridin in gleicher Weise auf ein dimethyliertes 
Hamin einwirken, weil nach dem Ansiuern in beiden Fallen 
ein Hydroxyhimin resultiert, so besteht doch primar ein Unter- 
schied. Die Liésung eines Dimethyl (chlor/hamins in Pyridin 
kann nimlich die Himochromogenstreifen zeigen. Allerdings 
besteht hier ein héchst bemerkenswerter Unterschied. Wurde 
doch von mir bereits hervorgehoben, daB ein von Herrn 
Dr. Rathgeber untersuchtes Dimethylhimin die Hamochro- 
mogenstreifen nicht erkennen lieB.1) Daraus, daB dieses Pri- 
parat ohne in Lésung zu gehen, an Soda bereits bei Zimmer- 
temperatur das Halogen abgab, folgt nun, daB in ihm die Di- 
esterform vorliegt, die nicht geeignet ist, mit Pyridin ein Salz 





1) Chemie der Zelle und Gewebe Bd. 12, 8.8 u. 20 (1924). 
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zu geben, so daB das Hisen in das Anion gelangt. Die drei 
iibrigen Formen sind dazu befahigt, aber nur mit Pyridin, 
nicht mit der schwicheren Base Anilin, denn auch das Lis- 
essighimin zeigt, in Anilin gelést, keine Hamochromogenstreifen. 
Bei den Betainformen, gleichviel ob nur eine oder ob zwei 
solcher Bindungen im Molekiil vorhanden sind, tritt demnach 
Pyridin in das Molekiil ein, das Kisen in das Anion drangend, 
und nun findet die geschilderte intramolekulare Reduktion am 
Eisen, die entsprechende Oxydation an der Radikalstelle des 
Molekiils statt. Beim unverinderten Himin wandert dann 
beim Ansaiuern das Hydroxyl zum Eisen zuriick, das Hydroxy- 
hamin erzeugend. Bei dem starker ungesittigten Dehydrierungs- 
produkt diirfte nun diese Riickwanderung des Hydroxyls nicht 
mehr volistandig werden. Da es nun die Seitenketten sind, 
die unter der Einwirkung des Benzoylperoxyds Wasserstoff 
verloren haben, drangt sich die Vermutung auf, daB die 
,adikalstelle* des Himins in seinen ungesittigten Seiten- 
ketten zu suchen ist. 


Das zu den Versuchen beniitzte Dimethylhimin war aus 
einem LHisessighimin dadurch gewonnen worden, daB seine 
Lésung in Pyridin—Chloroform in siedendem, absolutem Methy]- 
alkohol eingetragen wurde, der 25°/,ige Salzsiure enthielt. 
Bei jedem Versuch wurden 5 g des Himins eingesetzt, aber 
nur 8 g dimethyliertes Himin erhalten, das in sehr gut aus- 
gebildeten kleinen Nadeln krystallisierte und gegen Soda be- 
stindig war, also kein Halogen abgab. 


Da sich nun aus den Mutterlaugen nur ein Monomethyl- 
himin isolieren lie, das Chlormethyladditionsprodukt, das sich 
bilden kann, aber nicht aufgefunden wurde, liegt der Schluf 
nahe, daB unter den hier eingehaltenen Bedingungen die im 
Kisessighamin vorhandene Dibetainbindung erhalten geblieben 
ist, das dem verwendeten Dimethylhamin also die Form IIT Ba 
und dem als Nebenprodukt entstandenen Monomethylhamin 
die Form I Ba zugeschrieben werden kann.’) 





1) Vgl. Diese Zs. im Druck. 
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Experimenteller Teil. 


I. a) Zur Verarbeitung gelangten 6 Liter Blut eines 4 bis 
5 jahrigen, kraftigen Ochsen nach der Kisessigmethode. Die 
Ausbeute betrug 6 g stark verunreinigtes Rohhimin pro Liter. 
Um die Umscheidung oder die Methylierung bewerkstelligen 
zu kénnen, muBten dann auch pro Gramm Hamin 4 ccm 
Pyridin und 15 ccm Chloroform verwendet werden, da sonst 
die Lésung unvollstindig blieb, es hatte fast den Anschein, 
als ob das Hiwei8 noch in einer Verbindung mit dem Himin 
stinde, die erst durch den Uberschu8 von Pyridin gelést wurde. 
Bei der Umscheidung betrug die Ausbeute auch nur 52°/, 
Das reine Himin wies alle Kigenschaften auf, die der Doppel- 
betainform IV Ba zukommen. 

Die Methylierung wurde dadurch bewirkt, daB die mit 
Hilfe von 20 ccm Pyridin und 75 ccm Chloroform erreichte 
Lésung von 5 g Rohhaimin nach der Filtration samt einigen 
Kubikzentimetern Waschchloroform in 250 ccm siedenden 
Methylalkohol eingetragen wurde, denen 25 ccm 25 °/,ige Salz- 
siure zugefiigt worden waren. Das Erhitzen wurde bis zum 
Verschwinden des Geruchs nach Chloroform unter Rihren 
fortgesetzt, dann fangt das Reaktionsprodukt an sich ab- 
guscheiden. Nach langerem Stehen in der Kalte wurde die 
Abscheidung abgesaugt und mit Methylalkohol nachgewaschen 
bis. sich dieser nur noch schwach anfarbte. Die Reinigung 
vom Pyridin wurde mit 3°/,iger Salzsiure bewirkt. Die Aus- 
beute betrug 8 g an einem in Form von gekreuztem, sehr gut 
ausgebildeten Nadeln krystallisierenden Hamin, das gegen 
5°/,ige Sodalésung auch beim Erhitzen bestindig war und 
kein Chlor abgab. Es hatte Dimethylierung, vermutlich an 
beiden Stickstoffatomen stattgefunden. 

1,672 mg Substanz (im Vakuum) gaben 17,86 mg CO,, 3,51 mg H,O 
und 0,889 mg Fe,Q,. 

14,085 mg Substanz (im Vakuum) gaben 2,98 mg AgCl. 

2,046 mg a . » 1,4mg AgJ. 

CO, ,.H.(CH,),0,N, FeCl 
Ber. 68,779/,C  5,05%,H 8.24%, Fe 5,25%, Cl 4,48°/, CH, 

Gef. 63,51 5,12 8,10 5,23 4,38 


ager >! 
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Die Mutterlauge dieses Himins enthielt noch Farbstoff, 
der nach Uberfthrung in Chloroform durch Petrolather gefallt 
werden konnte. Er wurde in einer Ausbeute von 0,75 g aus 
5 g Rohhimin gewonnen, aus Aceton in kleinen Nadeln er- 
halten und erwies sich in Soda beim Erwarmen léslich, wonach 
Chlor abgegeben wurde. Die Analyse ergab das Vorliegen 
eines monomethylierten Hamins. 


30,91 mg Substanz gaben 6,51 mg AgCl. 


4,442 mg me » 1,95 mg AgJ. 
C,,4H,.(CH,)O,N,FeCl Ber. 5,83°/, Cl 2,26 °/, CH, 
Gef. 5,21 2,81 


b) Nachdem Vorversuche mit einem Dimethyl(brom)himin 
ergeben hatten, daB Benzoylperoxyd auf eine Lisung des Farb- 
stoffs in Chloroform einwirkt — der Liésung konnte durch 
Wasser etwas Benzoesiiure entzogen werden — und dab bei 
Verwendung von 4 Molekeln des Oxydationsmittels auf 1 Mole- 
kiil des Himins eine wesentliche Veriinderung des Spektrums 
eintrat, wurde je 1 g Dimethyl (chlor) hamin in 55 ccm Chloro- 
form mit im ganzen 1,42 g Benzoylperoxyd, gelést in 20 ccm 
Chloroform, die aber allmihlich zugesetzt wurden, zuniachst 
bei etwa 10° einige Tage und dann noch bei 20° -geschiittelt, 
wonach von den anfangs vorhandenen drei Absorptionsstreifen 
zwei verschwunden waren und auch der dritte eine Ab- 
schwachung der Starke erfahren hatte. Jetzt wurde durch 
Hintragen der Lésung in 500 ccm Petrolaither, der von un- 
gesattigten Kohlenwasserstoffen durch Kaliumpermanganat be- 
freit war, eine Fallung erzeugt') und diese durch 3 maliges 
Lésen in wenig Chloroform und Fallen mit Petrolither, schlieB- 
lich durch Extraktion mit heiBem Petrolaither gereinigt. LErst 
dann zeigten sich bei der mikroskopischen Betrachtung keine 
farblosen Partikel mehr, die im Rohprodukt zunachst deutlich 
zu erkennen waren. Eine weitere Aufteilung wurde dann 
durch eine erschépfende Extraktion mit Methylalkohol am 
RiickfluBkiihler erzielt, die mehrere Tage dauern muBte. Hs 
blieben dann z.B. von 6g des durch Umfallen bereits ge- 





‘) Auch aus den eingeengten Mutterlangen konnte noch Farbstoff 
gewonnen werden. 
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reinigten Rohproduktes, die aus 6 g des eingesetzten Hamins 
stammten, 2 g ungelést, die sich als unverindertes Dimethyl- 
(chlor) himin erwiesen, da die Lésung in Chloroform wieder 
die charakteristischen drei Absorptionsstreifen zeigte. Auch 
die Analyse bestatigte diesen Befund. 

6,415 mg Substanz gaben 14,921 mg ©CO,, 3,21 mg H,O und 
0,761 mg Fe,0,. 
53,18 mg Substanz gaben 11,2 mg AgCl. 


4,3 mg ” » 2,17 mg AgJ. 
C,,H,4(CH,).0,N,FeCl 
Ber. 63,77°%,C 5,05°%,H 8,24%, Fe 5,28, Cl 4,48 %, CH, 
Gef. 68,45 5,60 8,30 5,21 8,28 


wonach allerdings teilweise Verseifung eingetreten war. 

Aus der methylalkoholischen Lésung wurde nun das 
Lésungsmittel zum gréBten Teil abdestilliert, der Farbstoff in 
Chloroform iiberfiihrt, diese Lésung gewaschen, getrocknet und 
durch Petrolither gefallt. Die Ausbeute betrug etwa 4g. Der 
Stoff erwies sich als sehr leicht léslich in Chloroform (etwa 
1:5) und Aceton. Aus heiBem Eisessig kam er in zu stern- 
férmigen Biischeln angeordneten Nadeln heraus. Gegen Soda 
war er bestindig, d.h. es fand auch beim Erhitzen keine 
Lésung, keine Abspaltung von Halogen statt. Im Gegensatz 
zum eingesetzten Dimethyl (chlor) himin zeigte er einen Schmelz- 
punkt von 150—152°. 

8,25 mg Substanz gaben 7,555 mg CO,, 1,464 mg H,O und 
0,375 mg Fe,0,. 

8,66 mg Substanz gaben 8,55 mg CO, und 1,7 mg H,0. 


16,05 mg __s, » 327mg AgCl. 

7,21 mg = » 0,51 cem N bei 33° und 746 mm B. 

5,02 mg mA » 0,86 cem N bei 20° ,, 746mm B. 

4,5 mg es » 2,75 mg AgJ. 

O;4H.,.(CH,),0,N,FeCl 

Ber. 63,94°/,C 4,76°/,H 8,29°/,N -8,26% Fe 5,25%,Cl 4,44°%/, CH, 
Gef. 68,42 5,04 8,01 8,07 5,04 3,91 

63,73 5,19 8,2 —~ ni sot 


Spektrum in Chloroform. 


a) Dimethyl(chlor)hamin. . . . 4610—640 570—560 520—510 
b) Dehydriertes Dimethyl (chl)hm. 685—640 -- —_ 
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, Spektrum in Pyridin (1: 1700). 
a) Dimethyl(chlor)himin. . . . 2 520—535  550—570 
b) Dehydriertes Dimethyl (chl) hm. 530—540 = 


Spektrum in Pyridin auf Zusatz von Hydrazin. 

a) Dimethyl (chlor)himin. . . . 4’ 520—5385  550—570 

b) Dehydriertes Dimethyl (chl) hm. 510—580  540—560 

c) Um die Haftfestigkeit des Hisens zu priifen, wurde in 
Anlehnung an frithere Versuche?) die Einwirkung von Salz- 
siure verschiedener Konzentration auf das dehydrierte Hamin 
durchgefihrt. Es zeigte sich, daB 10°/,ige Saure bei 130° 
fast kein Hisen herausnahm. 20°/,ige Saure spaltete Hisen 
ab, Porphyrinbildung trat nicht ein, 38°/,ige Saure nahm das 
Eisen vollstindig heraus, ohne daB Porphyrinbildung bemerk- 
bar war. Unter denselben Bedingungen verlor Dimethy] (chlor’- 
hamin nur die Halfte des Kisens und es fand Porphyrin- 
bildung statt.?) 


0,484 g verloren durch Erhitzen mit 86 cem 38 °/jiger Salzsiiure 
20 Stunden lang auf 180°: 


0,08284 g Fe,O, = 4,74 °/, Fe. 

Bei der Bestimmung des Hisens stellte sich eine bemerkens- 
werte Schwierigkeit insofern ein, als die Trennung des Metalls 
vom Porphyrin in der salzsauren Lésung nicht gliicken wollte. 
Beide Stoffe wurden z. B. durch Ammoniak oder Natronlauge 
zusammen ausgefallt und der Niederschlag liste sich in ver- 
diinnter Salzsiure wieder vollstindig. Und doch lag keine 
chemische Verbindung vor, da schlieBlich die Trennung dadurch 





) Diese Zs. Bd. 66, S. 185 (1910); Bd. 88, S. 385 (19138). 

*) Das Priiparat verhielt sich also etwas anders als der in der 
friiheren Arbeit verwandte isomere Stoff. Tatsiichlich existieren ja 
mehrere Dimethyl (chlor) himine (vgl.| diese Zs. im Druck), die sich 
in erster Linie durch die Haftfestigkeit des Chlors unterscheiden. 
R. Willstitter und M. Fischer haben bei ihren [Diese Zs. Bd. 87, 
S. 491 (1918)] beschriebenen Versuchen z. B. augenscheinlich die das 
Chior leicht verlierende Form III Ba in Hiinden gehabt. Es wird aber 
auch die Festigkeit der Bindung des Eisens in den verschiedenen Formen 
eine verschiedene sein, so daB mit der Méglichkeit gerechnet werden 
kann, da8 damals eine andere Modifikation vorgelegen hat, als bei den 
jetzigen Versuchen. | 





oe a ae a). | 
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gelang, daB die salzsaure Liésung in der Kalte mit Natronlauge 
fast neutralisiert wurde, wonach das Porphyrin fast vollkommen 
ausfiel. Auch stand die Menge des in Lésung gegangenen 
Porphyrins in keinem stéchiometrischen Verhiltnis zum Hisen. 
Kin durch Natronlauge gefalltes Gemisch von Porphyrin und 
Kisenhydroxyd enthielt nach dem Trocknen z. B. 49,31°/, Fe, 
bestand also zu etwa 70°/, aus Hisenoxyd. SchlieBlich zeigte 
es sich noch, daB aus einer waBrigen Lisung von Hisenchlorid 
und salzsaurem Hamatoporphyrin durch Natronlauge nicht 
nur Kisenhydroxyd gefallt wird, sondern das ganze Porphyrin 
mit niedergerissen wird. 

d) Es war nach dem Ausfall der bei c) beschriebenen 
Versuche vorauszusehen, da8 aus dem dehydrierten Haimin 
das Kisen durch Hisessig—Bromwasserstoff leicht herausgenom- 
men werden wiirde, was denn auch zutraf. Ferner wurde aber 
auch festgestellt, daB Porphyrinbildung eingetreten war, doch 
konnte es sich nicht um Hamatoporphyrin handeln, da der 
erhaltene Stoff sehr schwach basisch war. Als namlich die 
durch 3tagiges Schiitteln von 0,865 ¢ des dehydrierten Di- 
methyl(chlor)himins mit 20 ccm des Saiuregemisches hergestellte, 
ohne Riickstand filtrierte Lésung in 300 com Wasser ein- 
getragen worden war, stellte sich sofort eine Ausflockung ein, 
die nach 12stiindigem Stehen fast vollstindig geworden war, 
so daB nur wenig Natriumacetat nétig war, um die geringen 
Reste von Farbstoff zu fallen. Der ausgewaschene Nieder- 
schlag wurde zunichst mit 50°/,igem, dann mit 70°/, igem 
Methylalkohol behandelt, wobei betrichtliche Mengen in kolloide 
Lésung gingen. In absolutem Methylalkohol ging dann bis 
auf 0,085 g alles in Lésung, worauf der Farbstoff in Ather 
iiberfiihrt wurde. Der Ather hinterlie® dann nur 0,3 g eines 
amorphen Stoffes, der auch noch etwa 1°/, Eisen enthielt. — 

0,178 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,428 g CO,, 0,1006 g H,O 
und 0,0022 g Fe,0,. 
woraus sich auf aschefreie Substanz berechnet ergibt: 67 56 71,0 
und 6,59°/, H, welche Werte den fir Hamatoporphyrin be- 
rechneten (68,43 °/, C, 6,08°/, H) nahekommen. Wenn nun 
auch das gewonnene Priparat keinen Anspruch auf chemische 
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Individualitét machen konnte, so wurden doch noch die Salzsiure- 
zahl und das Spektrum von ihm bestimmt. Erstere ergab sich 
zu ,15“, Es nahm also erst eine 15°/, ige Salzstiure aus einer 
Lisung, die 0,02 g Substanz in 100 com Ather enthielt, allen 
Farbstoff auf, wenn gleiche Raumteile der Lésungen geschiittelt 
wurden. | 
Die salzsaure Lésung wies 2 Streifen auf: 
A = 445—475, 495—510. 


Die atherische Lésung wies 4 Streifen auf: 
A = 885—420, 485—445, 470—485, 510—520. 


Die alkalische Lésung wies 4 Streifen auf: 

4 = 400—425, 440—450, 465—490, 520—530. 

Aus diesen Kennzeichen ergibt sich die Nichtidentitit 
mit Haimatoporphyrin. Da eine Porphyrinbildung aber doch 
stattgefunden hatte, kann die Verainderung an den Seitenketten 
nur eine geringfiigige sein. Sie machte sich nun auch bei der 
Kinwirkung von Pyridin auf das dehydrierte Dimethyl(chlor)- 
hamin geltend, waihrend die Kinwirkung von Anilin auf letzteres 
fast normal verlief. 

e) 1. Die Lésung von 0,135 g Dehydro-Dimethyl(chlor)- 
hamin in 20 ccm Pyridin wurde 1/, Stunde auf der Maschine 
geschiittelt, filtriert und das Filtrat in 40 com 20°/, ige Essig- 
siure eingetragen. Nach Zusatz von 800 ccm Wasser und 
langerem Stehen konnte filtriert, der Niederschlag mit 3°/, iger 
Essigsiure pyridinfrei, schlieBlich mit Wasser ausgewaschen 
und im Vakuum getrocknet werden. 

Das amorphe, hellbraune Produkt gab an Soda kein Chlor 
ab, enthielt aber noch 2,08°/, Chlor 

0,0178 g Substanz gaben 0,0015 g AgCl, 


léste sich beim Erhitzen mit Sodalésung merklich, war also 
ein wenig verseift worden, was die Analyse bestitigte 

2,05 mg Substanz gaben 1,06 mg AgJ = 3,8, CH, 
und war in angesauertem Alkohol léslich. 

Die, ohne Riickstand zu hinterlassen, filtrierte Lésung von 
0,05 g des Stoffes in 20 ccm mit ein paar Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiure versetzten Methylalkohol wurde siedend mit 3 ccm 
25°/, iger Salzsiéure versetzt. Hiernach bildete sich auch bei 
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langerem Stehen keine Ausscheidung, auch durch Verdampfen 
eines Teils des Methylalkohols trat eine Fallung nicht ein, 
erst auf Zusatz von Wasser bildete sich ein Niederschlag. 
Die Analyse desselben ergab, da8 nur sehr wenig Chlor ein- 
getreten war. 

0,0165 g Substanz gaben 0,00201 g AgCl = 3,01°/, Chlor, 

Die Riickverwandlung in ein Himin war also nicht ge- 
gliickt. 

2. 0,44 g des Dehydro-Dimethyl(chlor}hiamins wurden mit 
Anilin nach Vorschrift?) behandelt: Das entstandene mit Ather 
erschépfend extrahierte Produkt (0,35 g) war amorph, dunkel- 
braun, léslich in Eisessig, Chloroform und Aceton, unléslich 
in 5°/,iger Soda, auch in Alkohol. Es enthielt noch 1,44°/, 
Chlor. 

0,0842 g Substanz gaben 0,0020 g AgCl. 

0,102 g wurden in 50 ccm mit ein paar Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiiure angesiuertem Methylalkohol gelést, die filtrierte 
Lésung siedend mit 5 com 25°/,iger Salzsiure versetzt und 
auf etwa 25 ccm eingedampft. Nach lingerem Stehen bildete 
sich ein Niederschlag, der gereinigt und getrocknet 0,075 g 
wog. Das Produkt krystallisierte aus Aceton in kleinen ver- 
filzten Nadelchen, war gegen Soda auch beim Erhitzen be- 
standig und wies den fir ein dimethyliertes Himin berechneten 
Chlorgehalt auf: 

0,0241 g Substanz gaben 0,0050 g AgCl = 5,14°/, Chlor. 


_ Auch aus einer mit Aceton und verdiinnter Schwefelsiure 
bereiteten Lisung wurde durch Salzsiure ein krystallisierendes, 
dimethyliertes Himin gefallt. | 

0,01869 g Substanz gaben 0,00402 g AgCl = 5,81°/, Chlor. 


, f) 1. Zur Addition von Brom wurde zu einer Liésung von 
1,41 g des dehydrierten Dimethyl(chlorjhimins in 40 ccm trock- 
nem Chloroform eine solche von 0,67 g Brom in 20 ccm 
Chloroform langsam zutropfen gelassen, waihrend ein 





1) Diese Zs. Bd. 101, 8. 56 (1917). Die Behandlung mit Aceton 
unterblieb wegen der Léslichkeit des methylierten Himins. : 
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schwacher Strom von Stickstoff hindurchging und durch eine 
mit rotem Phosphor beschickte Vorlage in Silbernitratlésung 
gelangte. Da eine Triibung nicht eintrat, konnte eine Sub- 
stitution nicht eingetreten sein. Die Lésung wurde dann noch 
3 Stunden geschiittelt und am andern Tag das Chloroform 
gréBtenteils bei Zimmertemperatur verdunstet, worauf in 
200 ccm Petrolither eingetragen wurde, Der hierbei ent- 
stehende amorphe rotbraune Niederschlag wog mit Petrolather 
ausgewaschen und im Vakuum getrocknet 1,4g. Aus der stark 
konzentrierten Mutterlauge konnten noch 0,2 g gewonnen 
werden. Das Produkt war leicht léslich in Chloroform, Benzol 
und EHisessig, aus Aceton wurde es in Form kugliger Gebilde 
erhalten, die an den Randern zu sternférmig angeordneten 
Nadeln ausgewachsen waren. Die Analyse ergab, daB von 
den gebotenen vier Bromatomen nur zwei aufgenommen worden 
waren. co 

38,25 mg Substanz gaben 25,07 mg AgBr + AgCl, nach dem Er- 


wirmen im Chlorstrom 20,985 mg Ag(Cl. 
42,6 mg Substanz gaben 27,014 mg AgBr + AgCl = 22,464 mg AgCl. 
C,,H,,(CH;),0,N,FeClBr, Ber. 19,13°/, Br 4,24°), Cl 
Gef. 19,20 _,, 5,05, 
19,20 ,, in, 
Die Chloroformlésung des Bromadditionsproduktes zeigte 
folgendes zweibandiges Spektrum: 


A = 555—565, 615—630. 


2. Einwirkung von Soda auf das Bromadditionsprodukt. 

0,287 g der Substanz wurden mit 100 ccm 5°/, iger Soda- 
lésung 6 Stunden geschiittelt, nach Stehen itiber Nacht wurde 
filtriert, kleine Mengen gelésten Farbstoffs durch Essigsaiure 
gefallt und im Filtrat das Halogen durch Silbernitrat und 
Salpetersiiure abgeschieden. Es wurden erhalten 0,08773 g 
AgBr + AgCl, nach Erwarmen im Chlorstrom 0,07233 g Ag(l, 
wonach 9,65°/, Br und 1,95°/, Chlor abgespalten waren. Kine 
zweite Behandlung mit Soda nahm aus dem bereits teilweis ent- 
halogenisierten Stoff noch 0,645°/, Brom und 0,2575°/, Chlor 
heraus. 


0,223 g Substanz 0,0057 g AgBr + AgCl] = 0,0049 g Ag(Cl. 
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Da das Dehydro-Dimethyl(chlor)himin selbst an Soda kein 
Chlor abgegeben hatte, ist also durch den Kintritt von Brom 
die Haftfestigkeit des Chlors gelockert worden. Es diirften 
also die Halogenatome ihre Stellung im Molekiil vertauschen 
kénnen. Rechnet man nun das abgespaltene Chlor auf Brom 
um, so ergeben sich 9,65 + 4,4 + 0,645 + 0,58 = 15,28°/, Brom 
als abgespalten, also eine Menge, die weit iiber der fir ein 
Atom berechneten (9,56°/,) liegt und dafiir spricht, daB beide 
angelagerten Bromatome wenig fest haften. Durch Einwirkung 
von Diazomethan auf das zweimal mit Soda behandelte Pro- 
dukt gelang es dann auch, noch ein drittes Methyl in das 
Molekiil einzuftihren, denn es wurden nun 5,43°/, CH, auf- 
gefunden. 

27,49 mg Substanz gaben 23,4 mg AgJ. 


3. Einwirkung von Methylalkohol auf das Bromadditions- 
produkt. 

0,5 g der Substanz wurden mit 50 ccm absoluten Methyl- 
alkohols 4 Stunden am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten, 
dann wurde heif filtriert, was ohne Riickstand erfolgte, und 
auf 10—-12 ccm eingeengt. Beim Erkalten trat ein Nieder- 
schlag auf, der abgesaugt, mit kaltem Methylalkohol nach- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet 0,13 g wog. Aus 
der Mutterlaunge wurden 0,35 g der eingesetzten Substanz un- 
verindert wiedergewonnen. 

Der schwer lésliche Teil wurde aus heiBem Methylalkohol 
umkrystallisiert und dabei in kleinen Nadeln erhalten, die sich 
zu einem kugligen Biischel vereinigt haben. Er léste sich 
leicht in Aceton und Chloroform und wurde durch Erhitzen 
mit 5°/,iger Sodalésung sichtlich angegriffen. Aus der Ana- 
lyse geht hervor, daB ein Atom Brom durch ein Methoxyl 
ersetzt worden ist. 

29,1 mg Substanz gaben 12,52 mg AgBr + AgCl = 10,84mg AgCl. 

25mg  ,, » 2,15 mg AgJ. 

4,0 mg ” » 3,47 mg AgJ. 

C,,H,.(CH,),0,N,FeCl-Br-OCH, 
Ber. 10,16°/, Br 4,51°/, Cl 5,78°/, fir 3CH, 
Gef. 10,87 _,, in, 5,89 5,58 ,, 
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II, Nach Versuchen von Dr. K. Rathgeber. 

1 Liter frisches Ochsenblut lieferte 3,1 g Hisessig—Hamin. 

1,6 g desselben wurden durch ein Gemisch von 16 ccm 
Chloroform und 3,2 g Pyridin bei 6 Minuten langem Schiitteln 
nur teilweise gelést. Das mit 5 ccm Waschchloroform ver- 
einigte Filtrat wurde in 80 ccm Methylalkohol in der Siede- 
hitze eingetragen, der 8 ccm Salzsiure (spez. Gew. 1,19) ent- 
hielt, dann wurde noch etwa 6 Minuten im Sieden erhalten. 
Beim Abkiihlen schieden sich 0,73 g in unregelmaBigen Drusen 
krystallisierendes Himin aus, das nahezu dimethyliert war. 


12,254 mg Substanz (im Vakuum) gaben 7,409 mg AgJ 
= 8,87 i P CH, (ber. 4,4°/,). 


Es war in Natriumcarbonat auch beim Erhitzen nicht 
léslich, gab aber beim Anreiben mit Sodalésung schon bei 
Zimmertemperatur Halogen ab, auch ldéste es sich in an- 
gesiuertem Alkohol mit rotbrauner Farbe auf. Beim Un- 
krystallisieren aus Hisessig wurden keine sternférmig angeord- 
neten Nadeln, sondern wiirfelférmige Gebilde erhalten. Aus 
Benzol krystallisierte das Praiparat in beiderseits spitz zu- 
laufenden Nadelchen, vereinzelt fanden sich den Teichmann- 
schen Krystallen ahnliche Formen, allein und zu Drusen 
angeordnet. 


Die Lésung des Dimethyl(chlor\himins in Benzol, wie die 
in Chloroform wird durch Hydrazin reduziert. Die dunkel- 
braune bzw. die rotstichigbraune Farbe der Lésungen schligt 
in hellrot (himbeerrot) um und es tritt das charakteristische 
Haimochromogenspektrum auf. Leider gelang es bisher noch 
nicht, das dimethylierte Himochromogen im. krystallisierten 
Zustande zu erhalten, die Versuche sollen aber fortgesetzt 
werden. Bemerkenswert ist, daB ein geringer UberschuB von 
Hydrazin geniigte, um Teile des Praparats in die wiaBrige 
Lésung zu itberfihren, womit Leichtverseifbarkeit dargetan 
ist, was fir die Esternatur dieses dimethylierten Hamins 
spricht. Auf Zusatz von Pyridin zu den Hamochromogen- 
lésungen vertieften sich die Bander bedeutend, verschoben 
sich aber nur wenig. Beobachtet wurde 
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in der Benzol-Hiimochromogenliésung . . 4 = 548—556 und 515—524, 
auf Zusatz yon Pyridin. ... . .4=548—558 , 519—526, 
in der Chloroform-Haimochromogenlésung 1 = 541—559 ,, 518—527, 
auf Zusatz von Pyridin. . . . . .4=541—559 ,, 512—525. 


Die Lésung des Praparats in Pyridin allein zeigte zwar 
auch eine hellrote Farbe, doch konnte das Auftreten des 
Hamochromogenspektrums nicht beobachtet werden. 

Die Leitfahigkeit in Benzonitril erwies sich als auBerst 
gering. Sie wurde gefunden 

bei 1: 400 = 2,37-1078, 
» 1: 800 = 1,68-107°%, 
» 1: 1600 = 1,68-10~¢ 


und verianderte sich beim Aufbewahren nur unwesentlich. 
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Weitere Studien zum Problem der Struktur der Proteine. 


Studien uber die physikalischen und chemischen Eigenschaften 
der 2,5-Dioxo-piperazine. Vergleichende Studien iiber die Auf- 
spaltung von 2,5-Dioxo-piperazinen bei bestimmtem p,, unter 
Schonung der Dipeptidbindung und Studien iiber das Verhalten 
von Proteinen und Peptonen unter den gleichen Bedingungen. 
Fumarsaure unter den Spaltprodukten der Gelatine. 
Von 
Emil Abderhalden und Richard Haas. 


(Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, November 1925.) 


Kine Reihe von Beobachtungen: Isolierung von 2,5-Di- 
keto- bzw. Dioxo-piperazinen aus den Produkten der Hydrolyse 
von Proteinen (auch bei Verwendung von Fermenten zum Ab- 
bau von solchen), die Gewinnung von Piperazinen nach erfolgter 
Reduktion von Hiwei8stoffen und Peptonen, die Gewinnung von 
Oxamid bei der Oxydation von HiweiBstoffen und Peptonen (unter 
Beriicksichtigung des Umstandes, daB Glycyl-glycin auch Oxamid 
liefert) und endlich der Nachweis bestimmter Farbreaktionen, 
hat zur Annahme gefiihrt, daB im Eiwei8 und ganz besonders 
in den sogenannten Proteinoiden Anhydride bestimmter Struktur 
enthalten sind. Nachgewiesen sind 2,5-Dioxo-piperazinringe. 
Es ist niemals dariiber ein Zweifel gelassen worden, dab der 
erwihnte Befund nicht ohne weiteres dafiir zu sprechen braucht, 
da8 innerhalb des EiweiBmolekiils die stabile Struktur der 2,5- 
Dioxo-piperazine vorgebildet ist, vielmehr wurde stets mit der 
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Méglichkeit gerechnet, daB tautomere Formen bzw. Strukturen 
yorhanden sind, die den 2,5-Dioxo-piperazinen sehr nahe stehen 
und bei verschiedenen Eingriffen zu Produkten fihren, die 
auch mit den erwihnten Anhydriden gewonnen werden. 

Der ganze Versuchsplan zur Aufklirung der Struktur der 
Proteine baute sich auf der Idee auf, es kénnten im Hiweib 
und vielleicht auch nur in bestimmten EiweiBarten 2,5-Dioxo- 
piperazine, bzw. ihnen nahe verwandte Verbindungen enthalten 
sein. Es handelt sich nun darum, den Beweis zu fihren, daB 
neben Polypeptidketten die genannten Strukturméglichkeiten 
vorhanden sind — ja, man kann mit der Méglichkeit rechnen, 
daB es Proteine gibt, denen eine vollkommene Anhydridstruktur 
zukommt. Ferner war es notwendig, sich eine Vorstellung 
iiber die Art der Kombination der angenommenen Anhydrid- 
ringe innerhalb des EiweiBes zu machen. Fir das erstere 
Problem sind breiter angelegte, vergleichende Untersuchungen 
unternommen worden, und zwar handelt es sich um syste- 
matische Priifungen des Verhaltens von Dipeptiden und den 
zugehérigen 2,5-Dioxo-piperazinen gegentiber bestimmten Kin- 
griffen mit dem Ziele, méglichst charakteristische Unterschiede 
zwischen den beiden genannten Typen von Strukturen auf- 
zufinden. Auf Grund der gewonnenen Ergebnisse wurde dann 
gepriift, ob Eiweifstoffe und Peptone bei Anwendung gleicher 
Methoden zu Substanzen fihren, die als Umwandlungsprodukte 
bestimmter Strukturméglichkeiten betrachtet werden diirfen. 
Was das zweite Problem, namlich die Art der Verkniipfung 
der Anhydride innerhalb der Proteine und der Peptone an- 
betrifft, so kann zurzeit kein Beweis fiir eine bestimmte An- 
nahme erbracht werden. Die Vorstellung einer Kombination 
von Elementarkomplexen, die mittels Nebenvalenzen mitein- 
ander verkniipft sind, bedeutet zurzeit nur eine Hypothese. 

Wahrend die Annahme einer weitgehenden Anhydrid- 
struktur fiir manche Proteine, wie z. B. Seiden- und Keratin- 
arten usw. keine Schwierigkeiten von ,,biologischen“ Gesichts- 
punkten aus bereitet, bedarf die Vorstellung, da8 ganz all- 
gemein in Proteinen Anhydridkomplexe vorhanden sind, noch 
mancher Aufklirung in bezug auf die physikalischen und 
8* 
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biologischen EKigenschaften der betreffenden Proteine. Fir die- 
jenigen Proteine, die der Einwirkung von Fermenten voll- 
stindig widerstehen, besteht durchaus die Miglichkeit, da8 
2,5-Dioxo-piperazine in der stabilen Form Bausteine darstellen. 
In Proteinen, die dem Fermentabbau unterliegen und die in 
ihrem ganzen Verhalten eine mehr oder weniger groBe Labilitat 
aufweisen, dirften Anhydridkomplexe enthalten sein, die nicht 
diestabile Form der 2,5-Dioxo-piperazinebesitzen. Wahrscheinlich 
handelt es sich um desmotrope Formen. Auch besteht die Méglich- 
keit, daB die betreffenden Komplexe durch Kombination mit 
anderen in ihren physikalischen und biologischen EKigenschaften 
ganz erheblich beeinflu8t werden. 

In Fortsetzung unseres ganzen Versuchsplanes haben wir 
die Eigenschaften der 2,5-Dioxo-piperazine studiert. 
Wir gingen dabei von der folgenden Beobachtung aus: Es 
ist lingst bekannt, daB sich 2,5-Dioxo-piperazine sowohl 
durch Alkali als durch Saiure mehr oder weniger leicht in 
das entsprechende Dipeptid iiberfiihren lassen. Bekanntlich 
hat Emil Fischer diesen Befund dazu beniitzt, um Dipeptide 
zu gewinnen. Es geht aus ihm ohne weiteres hervor, daf 
die Zerlegung von Polypeptiden in ihre Bausteine weniger 
leicht vor sich geht als die Aufsprengung des erwaihnten An- 
bydridringes.') Auf Grund der erwihnten Beobachtungen haben 
wir zur Aufklirung der Struktur von Proteinen den folgenden 
Weg eingeschlagen. Wir priiften, bei welchem p,, 2,5-Dioxo- 
piperazine aufgespalten werden und andererseits die Dipeptid- 
bindung erhalten bleibt, wobei wir zunichst von der stabilen 
Form der 2,5-Dioxo-piperazine ausgingen. Studien tiber das 
Verhalten der von dem einen von uns (A.) gemeinsam mit 
Schwab?) gewonnenen desmotropen Form (Enolform mit Doppel- 
bindung zwischen Kohlenstoffatomen) folgen. Auf Grund des 
erhobenen Befundes haben wir dann KiweiBstoffe und 
Peptone unter Anwendung der gleichen H-Ionen- 
konzentration in ihrem Verhalten beobachtet, zu- 





Sve. hierzu auch Max Liidtke, Diese Zs. Bd. 141, S. 100 (1924). 
*) Emil Abderhalden u. E. Schwab, Diese Zs. Bd. 149, 8. 100, 
298 (1925) und weitere Mitteilungen im Erscheinen. 
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gleich wurde der Ausfall der Pikrinsiurereaktion 
verfolgt und endlich wurde der Aminostickstoff be- 
stimmt. Wie aus den oben mitgeteilten Versuchen hervor- 
geht, sprechen alle Befunde im Sinne einer Aufspaltung von 
Anhydridringen. Besonders wichtig ist das Parallel- 
gehen der einzelnen Ergebnisse, nimlich der Ver- 
schiebung des p,, mit dem Zuriickgehen der Pikrin- 
siurereaktion und der Zunahme an NH,-Stickstoff. 

Wir werden selbstverstindlich den beschrittenen Weg 
weiter verfolgen. Unsere jetzige Mitteilung hat den Zweck, 
uns fiir die nachste Zeit die sehr viel Zeit in Anspruch 
nehmende Durchfiihrung des ganzen Planes zu sichern. 

Hervorheben méchten wir noch, dab die Aufsprengung 
des 2,5-Dioxo-piperazinringes auch schon bei einer H-Ionen- 
konzentration erfolgt, die physiologische Bedeutung hat. Es 
wird jedoch sehr bald ein Gleichgewicht erreicht. Im Organis- 
mus selbst besteht die Méglichkeit seiner Stérung durch Re- 
sorption bzw. ganz allgemein durch Wegwandern oder Weiter- 
zerlegung der entstandenen Produkte. Wir diirfen somit nicht 
ohne weiteres den Reagenzglasversuch, bei dem ein entstandenes 
Gleichgewicht keine weitere Stérung erfibrt, in Parallele 
setzen.') Auch nach dieser Richtung werden wir unsere Ver- 
suche fortsetzen. 

Auf der Suche nach einer Mdglichkeit, Gleichgewichte 
zwischen 2,5-Dioxo-piperazinen und dem zugehdérigen Dipeptid 
gu stéren, haben wir besondere Versuche unternommen. Zu- 
nachst interessierte uns das Verhalten der beiden 
Verbindungsarten gegeniiber dem Adsorptionsvor- 
gang. Wir haben zunichst die Adsorption von Dipeptiden 
und insbesondere von 2,5-Dioxo-piperazinen durch Tierkohle 
studiert und gefunden, daB Anhydride auBerordentlich 
stark adsorbiert werden. 

Weiterhin haben wir die Beobachtung gemacht, daB 
2,5-Dioxo-piperazine sich durch Kalium-Quecksilber- 





1) Vgl. Waldschmidt-Leitz u. Sechiffner, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 1856 (1925). 
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jodid in alkalischer Lisung fallen lassen. Dabei tritt 
interessanterweise eine starke Reduktion von Mer- 
curisalz zu Mercurosalz auf. 

Anhangsweise ist die Auffindung von Fumarsiure unter 
den Abbauprodukten von Gelatine mitgeteilt. 





Uber die neutrale Reaktion der 2,5-Dioxo-piperazine und ihre 
Unfahigkeit, mit Sauren oder Basen Salze zu bilden. 


Die folgenden Versuche zeigen, daB die 2,5-Dioxo-piper- 
azine in waBriger Liésung vollkommen neutral reagieren und 
die Wasserstofi-lonenkonzentration einer sauren oder alka- 
lischen Lésung nicht verindern, wobei selbstverstandlich eine 
sekundiire chemische Reaktion, wie Aufspaltung des Dioxo- 
piperazins zum Dipeptid vermieden werden muB. Dies ge- 
schieht einerseits dadurch, da8 nicht allzu hohe Saure- oder 
Alkalikonzentrationen gewahit werden, und andererseits durch 
moglichst rasche Bestimmung des p,, nach Zusatz der Siure 
oder der Lauge. Bei geringen H- bzw. OH’-Konzentrationen 
geniigt dazu die von Michaelis eingefiihrte U-Elektrode. Bei 
hdheren Konzentrationen benutzten wir eine Anordnung, wie 
wir sie auch mit Erfolg zur elektrometrischen Titration ver- 
wenden. Das zu untersuchende 2,5-Dioxo-piperazin befindet 
sich in der entsprechenden Menge Wasser gelést in einem 
Jenaer 50-ccm-Becherglas, das mit einem §fach durchbohrten 
Gummistopfen verschlossen ist. Durch die Bohrungen des 
Stopfens fihren: 1. ein Hinleitungsrohr fir Wasserstoff, das, 
unten verjtingt, bis fast auf den Boden des Glases reicht, 2. ein 
an seinem oberen Ende verjiingtes Ableitungsrohr fiir Wasser- 
stoff, 8. die in einem Glasrohr eingeschmolzene platinierte 
Platindrahtelektrode, die stets so eingestellt wird, daB sie in 
die Flissigkeit gerade eintaucht, 4. ein unten verjtingtes Glas- 
rohr, das mit der die Saure bzw. die Lauge enthaltenden 
Biirette verbunden ist und 5. ein mit gesattigter KCl-Lésung 
gefiillter, an seinen beiden verjiingten Enden mit Filtrierpapier 
verschlossener, sogenannter elektrolytischer Heber, der das 
TitrationsgefaB mit dem mit gesattigter KCl-Lésung gefillten 
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Trog, in den die Kalomelelektrode eintaucht, leitend verbindet. 
Nun wird die Luft vollkommen durch Wasserstoff verdrangt 
und dann aus der Biirette die erforderliche Menge Lauge bzw. 
Saiure zugesetzt. Durch den lebhaften Wasserstofistrom mischen 
sich die Flissigkeiten sehr rasch und schon nach wenigen 
Minuten hat sich ein konstantes Potential eingestellt. 


& Untersuchung der Anhydridlésungen ohne Laugen- und Saurezusatz. 


Den Lésungen wurde zur Erhéhung der Leitfihigkeit 0,2°/, NaCl 
zugesetzt. 
m/20-Glycinanhydrid, dargestellt aus Glykokollester nach der 
von E. Fischer angegebenen itiblichen Methode: 
Po = 6,82 (Mittelwert aus 5 Messungen), 
PH des zur Untersuchung verwendeten Wassers = 6,84. 
m/20-Alaninanhydrid, dargestellt aus d,l-Alaninithylester durch 
Erhitzen auf 180° im Bombenrohr (nach E. Fischer). 


Po = 6,81 (Mittelwert aus 5 Messungen). 


Il. Untersuchung des 2,5-Dioxo-piperazinlésungen in sauren und 
alkalischen Medien. 


6 ecm m/20-Glycinanhydrid 5: @ eam. cies we te 1,72 
6 ccm m/20- es ius aly 1,71 
6ecem H,0O. ‘ gefahr n/10-H,80, 1,71 
6 com wiin0-Gly cinauheesid + 3cem NaOH . . py = 12,82 
6cem m/20-Alaninanhydrid + 38cem , . . == 12,37 
6cem H,O +8cem NaOH .... ee ‘ = 12,85 


Um festzustellen, bei welcher OH:londaliomeaiieatiil die 
Saiureamidbindung im Di- bzw. Polypeptid gerade noch, bzw. 
gerade nicht mebr gespalten wird, wurdei m/10-Glycyl-glycin- 
lésungen, die durch Zusatz von Natronlauge auf die zu unter- 
suchende Alkalitit gebracht worden waren, nach 24 und 
48 Stunden auf ihre OH-Ionenkonzentration potentiometrisch 
untersucht. Zu bemerken ist dabei, dab die Ausgangs-p,, der 
Liésung nicht sofort nach dem Zusatz der Lauge bestimmt 
werden darf, da ungefihr innerhalb der ersten 30-40 Minuten 
eine Verschiebung der Reaktion nach dem Neutralpunkt zu 
erfolgt, die aber sicher nicht auf der Spaltung des Dipeptids 
beruht. Es scheinen hier eher strukturelle Veriinderungen des 
Dipeptids vorzuliegen, da auch bei Aminosauren selbst ahnliche 
Beobachtungen gemacht wurden. 
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Bei diesen Messungen ergab sich, daB Glycyl-glycin bei 
Zimmertemperatur bei einer p,, = 12,4 innerhalb von 5 Tagen 
keine meBbare Spaltung erleidet. Ebenso zeigte sich Leucyl- 
glycin bei diesem p,, als vollkommen widerstandsfahig. 

Dagegen werden die meisten 2,5-Dioxo-piperazine bei 
dieser und auch noch schwicheren Konzentrationen an OH- 
Ionen ziemlich rasch gespalten. Als Beispiel dafiir seien die 
folgenden Zahlen angefihrt: 


m/10-Glycinanhydridlésung in NaOH vom py, = 11,40 
nach 6 Stunden 10,12 


» 17 ” 9,16 
» 22,5 4, 8,92 
_ ie .., 8,60 
—_— 8,58 


m/10-Alanyl-glycinanhydrid in NaOH vom py = 11,40 
nach 18 Stunden 9,40 


oe 8,51 
ao. 8,46 
a, 8,46 


Hl 


m/10-Alaninanhydridlisung in NaOH vom py = 11,40 
nach 18 Stunden 9,49 


oe ae 8,89 
i | 8,50 
A aaa 8,51 


Bei diesen drei angefiihrten Beispielen kam die Aufspaltung 
zum Stillstand, ehe das gesamte Anhydrid in das entsprechende 
Dipeptid verwandelt> war. Da8 dies nicht ausschlieBlich durch 
die fortgeschrittene Neutralisierung verursacht ist, zeigt der 
folgende Versuch: 

m/10-Glycinanhydridlésung in NaOH vom py = 8,26 

nach 5Stunden 8,18 

. os 7,57 

Daraus geht hervor, daB die Reaktion 
2,5-Dioxo-piperazin + H,O 2 Dipeptid 

bei den hier in Frage kommenden Alkalitiatsgraden eine Gleich- 
gewichtsreaktion ist. Wir sind zurzeit damit beschiftigt, die 
Konstanten dieses Vorganges zu ermitteln und auch durch ein 
geeignetes Abfangverfahren das Gleichgewicht auszuschalten. 











3] 
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Aufspaltung von Peptonen und Proteinen bei 
schwachen Alkalikonzentrationen. 
I. Seidenpepton der Farbwerke vorm. Meister, Lucius & Brining. 
a) 5°/,ige Lésung + NaOH. 


Zeit in Stunden Pu Zeit in Stunden Pr 
1, 12,30 THe 11,90 
u/, 12,27 22 11,67 
11/, 12,21 40 
4t/, 11,94 


Die Pikrinséiurereaktion, die bei Beginn des Versuches 
sehr stark positiv war, war nach dessen Beendigung bedeutend 
abgeschwicht. 

b) In dem folgenden Versuch wurde die Aufspaltung auBer 
durch die Anderung des p,, auch durch die Formoltitration 


verfolgt. Die Peptonlésung, die 9,66 mg N im Kubikzentimeter 


enthielt, stand zuerst bei einem p,, = 10,95 2 Tage lang, wobei 
sich weder das p,, noch der formoltitrierbare N auBerhalb der 
Fehlergrenzen anderten. Darauf wurde die Alkalikonzentration 
erhoht. | 


Formol-N in °/, 


Zeit in Stunden Pu des Gesamt-N 
Ms 12,38 21 
22 12,22 22.6 
70 12,00 26 


II. Seidenpepton nach der iiblichen Methode durch 8 tigiges Stehenlassen 
in 70°/,iger H,SO, bei Zimmertemperatur hergestellt. 5°/,ige Lésung. 


Zeit in Stunden Pu 
uf, 12,40 

i 12,35 

9 12,25 

24 12,22 


Pikrinsiurereaktion vor dem Versuch stark positiv, nach 
dem Versuch nur noch schwach positiv. 
III. Casein Hammarsten. 2°/sige Lésung. 


a) Nach 1 Stunde pg = 11,78 
» 17 Stunden py = 11,67 


Pikrinséurereaktion vor dem Versuch positiv, nachher 
negativ. Reaktion mit 1,3,5-Dinitrobenzoesiure vorher tiefrot, 
nachher bedeutend schwiicher. 
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b) Es wurde hier wie bei dem Versuch Ib verfahren. 
Formol-N in °/, 


Zeit in Stunden Pu des Gesamt-N 

1 10,80 6,7 
$1 10,61 8,0 
45 10,68 8,0 
Darauf erneuter Zusatz von NaOH. 

1/, ie 8,0 
28 11,76 9,2 
66 11,73 9,7 


Pikrinséurereaktion negativ; 1,3, 5-Dinitrobenzoesaure- 
reaktion schwach positiv. 


IV. Casein nach Osborne. 2°/,ige Lésung. 


a) Zeit in Stunden py b) Zeit in Stunden py, 
1, 11,78 "le 11,71 
24 11,64 18 11,56 
48 11,42 56 11,58 


Pikrinsiurereaktion vor dem Versuch positiv, nachher 
negativ. Reaktion mit 1,3,5-Dinitrobenzoesiure vor dem Ver- 
such stark positiv, nachher schwach positiv. 


V. Rinderblutserum schwach verdiinnt. 


a) 8 mg N in cem, b) 5,5 mg N in cem. 
Zeit in Stunden Pu Zeit in Stunden Pu 
ls 10,92 ls 10,82 
2 10,80 1'/, 10,78 
18 10,68 15 10,52 

66 10,55 65 10,52 


c) In der Hitze koaguliertes Eiwei8 aus Rinderblutserum. 
1°/,ige Lésung. 


Zeit in Stunden Pu 
1, 11,39 
15 11,09 
39 10,78 


Bei diesen 8 Fallen war die Pikrinséure- und die 1,3,5- 
Dinitrobenzoesiure-Reaktion sowohl vor, wie ae nach dem 
Versuch sehr stark : positiv. 
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Vergleich der Adsorption von Dipeptiden und deren 
Anhydride durch Tierkohle. 


20 ccm einer ungefahr 4/,, molaren wiBrigen Liésung, deren 
genauer Gehalt durch Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
ermittelt wurde, wurden mit 0,7 g Knochenkohle (Merck) 
15 Minuten auf der Maschine geschiittelt. Darauf wurde die 
suspendierte Tierkohle sofort abzentrifugiert und der Stickstoff- 
gehalt der iiberstehenden Fliissigkeit ermittelt. 
































In 2 cem Fliissigkeit rialbelbahadl Namah s0n8 
Schiitteln mit Tierkohle *lo 
Giveyi-eiycin. .. .°: 2,84 2,60 8,45 
Glycinanhydrid.... 2,80 | 1,71 38,98 
Alanyl-glycin. .... 2,87 | 2,66 7,82 
Alanyl-glycinanhydrid . 3,08 1,92 37,66 


& 


Um die Art der Adsorption festzulegen, sind noch ein- 
gehendere Untersuchungen einerseits an einem umfangreicheren 
Material, anderseits durch genaue Bestimmung der physikalisch- 
chemischen Daten, wie Abhingigkeit der Adsorption von der 
Temperatur und Konzentration, Reversibilitét des Vorgangs 
und Méglichkeit der Verdringung des Adsorbats durch andere 
Stoffe nétig. Versuche in dieser Richtung sind bereits im 
Gang. 


Verhalten der 2,5-Dioxopiperazine und der Aminosaduren und 
Polypeptide gegen Kaliumquecksilberjodid in alkalischer Lésung. 

Wird eine wiBrige Lisung eines 2,5-Dioxopiperazins mit 
iiberschiissiger Kaliumquecksilberjodidlésung (Briickes Reagens) 
versetzt und dazu etwas 3n-Natronlauge gegeben, so fallt ein 
amorpher weiBer Niederschlag aus, der sich in manchen Fallen 
nach kurzem Stehen grau farbt. Die untersuchten Aminosduren 
und Polypeptide, mit Ausnahme von Tryptophan und Histidin, 
gaben keine Fallung mit dem Reagens. Selbstverstindlich 
kann auch eine alkalische Kaliumquecksilberjodidlisung (ent- 
sprechend dem Nesslerschen Reagens, nur ist eine geringere 
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Konzentration des Alkalis empfehlenswert) unmittelbar ver- 
wendet werden oder es kann die zu untersuchende Substanz 
in alkalischer Lésung gepriift werden; dies wurde bei den in 
Wasser sehr schwer und in Alkali leichter lislichen Substanzen 
angewandt. 

Geprift wurden die folgenden Aminosiuren und Poly- 
peptide, bei denen sich kein Niederschlag bildete: 

Glykokoll, Alanin, Leucin; c-Amino-d-oxyvalerian- 
siure; Asparaginsaéure, Glutaminsaure; Asparagin, 
Phenylalanin, Tyrosin; Prolin, Pyrrolidoncarbonsaure. 

Glycyl-glycin, Alanyl-glycin, Leucyl-glycin; Gly- 
cyl-leucyl-glycin, Leucyl-glycyl-leucin. 

Tryptophan und Histidin werden durch das Reagens 
niedergeschlagen. Cystin scheidet erst nach einigen Minuten 
Quecksilbersulfid und gleichzeitig eine weiBe Triibung ab. 

Gefallt wurden die folgenden 2,5-Dioxopiperazine: 

Glycinanhydrid, Glycyl-alaninanhydrid, Alanin- 
anhydrid, Leucyl-glycinanhydrid, Glycyl-pheny!}- 
alaninanhydrid, e-Aminobuttersiureanhydrid (A). 

Seidenpepton gibt ebenfalls Niederschlige mit der 
alkalischen Kaliumquecksilberjodidlésung. Versuche aus diesen 
Niederschligen nach der Zersetzung durch Schwefelwasserstoff 
chemische Individuen zu isolieren, haben bis jetzt noch nicht 
zum Erfolg gefiihrt, doch werden sie fortgesetzt, wie auch ver- 
sucht werden soll, ob mit anderen Schwermetall-Komplexsalzen 
abnliche Erscheinungen unter vielleicht fiir die priparative 
Aufarbeitung giinstigeren Bedingungen beobachtet werden. 

Bei der Aufarbeitung eines mit Glycinanhydrid gewonnenen 
Niederschlages konnten 60°/, der zugesetzten Menge wieder 
guriickgewonnen werden. Die Analysen der Niederschlige 
gaben keine einheitlichen Resultate, so daB iiber die quan- 
titative Zusammensetzung noch nichts ausgesagt werden kann. 
Bemerkenswert ist, daB in den Verbindungen das Quecksilber 
in seiner einwertigen Form vorliegt, da bei der Zersetzung 
der Niederschliage mit Schwefelwasserstoff neben Quecksilber- 
sulfid stets metallisches Quecksilber gefunden wurde. Worauf 
diese ,,Reduktion“ beruht, soll noch untersucht werden. 
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Anhang. 


Isolierung von Fumarsdure aus den hydrolytischen Spalt- 
produkten der Gelatine. 


Bei der Aufarbeitung eines aus Gelatine durch 16 stiindiges 
Kochen mit 25°/, iger Schwefelsiure hergestellten Hydrolysats 
nach der Emil Fischerschen Estermethode, wobei Methyl- 
alkohol zur Veresterung verwendet worden war, fanden wir in 
der im Hochvakuum zwischen 100 und 130° iibergehenden 
Fraktion den Dimethylester der Fumarsaure. Er schied 
sich teils im Ansatzrohr des Destillierkolbens, teils in der Vorlage 
in schénen, prismenférmigen Krystallen ab. Aus 1 kg Gelatine 
betrug die Rohausbeute 5 g. Schmelzpunkt nach dem Un- 
krystallisieren aus Methylalkohol 101°. 

Analyse (i.V.): 2,793 mg Substanz gaben 5,107 mg CO, u. 1,395mgH,0. 

Ber. fiir O,H,O, (144,10) 49,999, C 560% H 
Gef. “as |, ME Gg 

Auch die sonstigen qualitativen Kigenschaften stimmten 

simtlich mit den fir Fumarsaiuredimethylester angegebenen 
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- tiberein. 


Es war naheliegend, anzunehmen, daB die Fumarsaure 
sekundir bei den chemischen Operationen sich aus Asparagin- 
siure gebildet hatte. Darum wurde reine Asparaginsaiure 
genau so behandelt wie vorher die Gelatine, doch konnte 


dabei keine Fumarsiiure nachgewiesen werden. — 
¥ 














Uber das Vorkommen 
von Kopratin und den Blutnachweis in Faeces. 


(Nach gemeinsam mit W. Dankmeier ausgefiihrten Untersuchungen.) 
Mitgeteilt von 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf, 
Universitit Hamburg. : 


(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1925.) 
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Vor kurzem hat der eine von uns (Sch.) unter dem Namen 
Kopratin) ein Hamatinderivat beschrieben, das bei der Darm- 
fiulnis wie auch auBerhalb des Organismus durch Faulnis aus 
Blut oder e-Himatin entstehen kann. 

Die damaligen Beobachtungen haben u. a. zu dem Schluf 
gefiihrt, daB bei Anstellung der Pyridin-Blutprobe an Faeces 
auch der alleinige Befund des Kopratins (Hauptstreifen uy 545, 
Nebenstreifen [oft undeutlich] angenahert 516) als Beweis fiir 
die vorherige Anwesenheit von Blut oder w-Hamatin im Ver- 
dauungskanal gelten miisse. Damals wurde bereits die Frage 
aufgeworfen, ob etwa die Galle physiologischer Weise Kopratin 
in solcher Menge enthalte, daB ein positiver Kopratinbefund 
an Faeces allein durch das aus der Galle stammende Kopratin 
hervorgerufen werden kénne. Wir haben deshalb in mehreren 
Fallen von Gallenfistel bei Menschen die ausgetretene Galle in 
frischem Zustande auf Kopratin und Blutfarbstoff bzw. Himatin 
untersucht. 

Trotzdem wir wiederholt ziemlich groBe Mengen von Galle 
aufgearbeitet haben, ist es uns in keinem Falle gelungen, eine 





1) Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925). 
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deutliche Kopratinreaktion zu erhalten. Demnach scheinen 
beachtliche Mengen von Kopratin in der menschlichen Galle 
in der Regel nicht vorzukommen. Dagegen haben wir die 
Pyridin-hamochromogen-Reaktion gewdhnlich positiv erhalten; 
ihr Ausfall war derartig, dab nur auf einen winzigen Ge- 
halt an w-Himatin geschlossen werden konnte, @gs natiir- 
lich sehr wohl aus einer Spur beigemengten Blutes durch 
den bei der Aufarbeitung angewandten LEisessig gebildet 
sein kann. 

Immerhin mu8 nach diesem Ergebnis mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, daB die Galle physiologischerweise geringste 
Spuren Himatin enthilt. 

- Da der eine von uns bei Mekonium-Untersuchungen in 
10 Fallen einmal einen geringen Kopratingehalt gefunden 
hatte"), haben wir diese Untersuchungen fortgesetzt und das 
Mekonium gleichzeitig auch auf einen «-Himatingehalt gepritft. 
Unter 52 weiteren Fallen haben wir nur zweimal eine deutlich 
positive (und einmal eine zweifelhafte) Kopratinreaktion er- 
halten, im Gesamtdurchschnitt also unter etwa 20 Fallen nur 
einmal. Dagegen fiel die Pyridin-hiamochromogen-Reaktion 
stets positiv aus. Da bei der Extraktion des zuvor gereinigten 
Mekoniums Hisessig angewandt worden war, laBt sich aus den 
Befunden nicht entnehmen, ob das a-Himatin im Mekonium 
vorgebildet, oder aus beigemengten Spuren Blut durch die 
angewandten Reagenzien entstanden war. Jedenfalls gibt 
Mekonium obige (indirekte) ,, Blutprobe*“. 

- Wir haben weiter bei einer groBen Anzahl Kranken mit 
fraglichen oder sichergestellten Blutungen im Bereich des 
Magen-Darmkanals die Faeces auf Hamatin- und Kopratin- 
gehalt gepriift und die tiber das Auftreten von Kopratin von 
dem einen von uns (Sch.) in der ersten Mitteilung gemachten 
Angaben bestiitigen kénnen. Auch die Annahme, daB nach 
Zugang sehr geringer Mengen von Blutfarbstoff in den Faeces 
gelegentlich nur Kopratin nachgewiesen werden kénne, hat sich 
als richtig erwiesen. Bei dieser Gelegenheit haben wir gleich- 


1) A. a. O. Bd. 149, S. 1 (1925). 
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zeitig in Ubereinstimmung mit der bekannten Lehre Snappers?) 
feststellen kénnen, da nach sichergestellten Blutaustritten 
(Ulcus ventriculi) in den spaéteren Stithlen ein verhiltnismabig 
starker Gehalt an dem aus Blut bei der Darmfaulnis ent- 
stehenden Porphyrin von Snapper-Papendieck?) vorhanden 
war, wahrend sich trotz sorgfiltigster Aufarbeitung «-Hamatin 
weder mit der Guajak- noch mit der hochempfindlichen 
Pyridinreaktion hatte auffinden lassen. Man mu8 dem- 
nach in der Tat mit der Méglichkeit rechnen, daf 
Falle von ,okkulten Blutungen“* vorkommen, bei 
denen wenigstens tageweise nur noch das aus den 
kleinen Haimatinmengen entstandene Kopratin oder 
chloroformlésliche Porphyrin in den Faeces aufzufinden ist. 


Wir haben in neuerer Zeit die Pyridin-Blutprobe wegen 
ihrer vermeintlich unbedingten Zuverlissigkeit in sehr vielen 
klinischen Fallen neben der abgeinderten Weberschen*) Probe 
und der Benzidinreaktion (in der bekannten Ausfthrungsform 
von Schlesinger und Holst‘) bei der Untersuchung der 
Faeces auf Blutgehalt angewandt. Sie hat sich dabei als 
empfindliche und sichere Himatinreaktion bewahrt. Es 
geniigt freilich in vielen Fallen nicht, die in bekannter Weise 
gereinigten F'aeces nach dem Vorschlage Citrons unmittelbar’) 
mit Pyridin zu extrahieren. Um sicher zu gehen, mu8 man 
sie mit Hisessig ausziehen, den mit Ather verdinnten und 
mehrmals gewaschenen Auszug verdampfen und den Riick- 
stand in Pyridin unter Zusatz von wenig Hydrazinhydrat 
priifen. 





1) Verzeichnis der Abhandlungen J. Snappers bei A. Papendieck, 
Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1928). 

*) A. Papendieck, Uber das Porphyrin der menschlichen Faeces, 
Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1928). 

%) O. Schumm, Die Untersuchung der Faeces auf Blut, Jena 1906 
bei S. Fischer; ferner Derselbe, Die chemische Untersuchung der 
Faeces, in C. Neuberg, Der Harn, II, 8. 1131, Berlin, J. Springer, 1911. 

4) E. Schlesinger und F. Holst, D. med, Wochenschr. 1906, 
Nr. 36. | 

5) H. Citron, Berl. klin. Wochenschr. 1910, Nr. 22. 
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Angesichts der jiingsterkannten') Tatsache, daB schon aus 
maBigen Mengen vielgebrauchter pflanzlicher Nahrungsmittel 
sowohl mit Pyridin als auch mit Eisessig und Ather (oder 
Eisessig und Chloroform) ein Farbstoff extrahiert werden 
kann, der die Pyridin-Hamochromogenreaktion wie Blut bzw. 
a-Himatin gibt, maB die Frage aufgeworfen werden, ob nicht 
wenigstens unter besonderen Verhiltnissen (schlechte Ausnutzung 
der Nahrung) eine positive Pyridin-Blutprobe durch jenen 
Farbstofigehalt pflanzlicher Nahrungsreste hervorgerufen werden 
kann. Diese Méglichkeit ist kaum zu bestreiten! Aus dem- 
selben Grunde mu8 man meines Erachtens (Sch.) die Ausfiihrung 
der hochempfindlichen Benzidinreaktion am Eisessig-Ather- 
extrakt der gereinigten Faeces als ein nur ganz beschrankt an- 
wendbares Verfahren bezeichnen. Wiahrend der negative Ausfall 
der Probe fast ausnahmslos als beweisend gelten kann, darf 
bei dieser iiberempfindlichen Ausfiihrungsform wenigstens ein 
nur schwach positiver Ausfall keinesfalls als positiver Blut- 
nachweis bewertet werden! 

Obgleich wir es fiir wenig wahrscheinlich halten, dab 
Kopratin in Pflanzen vorkomme, so haben wir doch eine 
Anzahl der wichtigsten pflanzlichen Nahrungsmitttel darauf 
geprift, es aber bislang nicht darin gefunden. Ob die Um- 
wandlung jenes himatinahnlichen /Pflanzenbestandteils in 
Kopratin méglich ist, bedarf noch besonderer Versuche, mit 
denen wir zurzeit beschaftigt sind. 





1, 0. Schumm, Uber ,,Himochromogenreaktionen“ an Hefe und 
Pflanzensamen, Oxydasereaktionen und Blutnachweis, Diese Zs. im Druck; 
Derselbe, Uber Cytochrom, Diese Zs. im Druck. 
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Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
| 4, Mitteilung. 


Uber das Sulfhimoglobin (nebst Nachtragen zu den 
friheren Mitteilungen.) 


Von 


Felix Haurowitz. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitat in Prag ) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, November 1926.) 





Verschiedene spektroskopische Befunde der letzten Jahr- 
zehnte hatten zur Aufstellung einer ganzen Reihe von Hamo- 
globinderivaten gefihrt. Kritische Untersuchungen mit che- 
mischen und physikalischen Methoden ergaben jedoch vielfach, 
daB hier Gemenge bekannter Farbstoffe mit verschiedenen Ver- 
unreinigungen vorliegen. So erwies sich nach Zeynek?) das 
Spektrum des Acidhimoglobins und nach Joachimoglu?) 
jenes des Arsenwasserstoffhimoglobins als identisch mit jenem 
des Methimoglobins, Ferner erwies sich in der 2. Mitteilung*) 
dieser Reihe das Kathimoglobin als Gemenge von Globin und 
Hydroxyhimin, in der 3. Mitteilung*) derselben Reihe die ver- 
schiedenen Methimoglobine als Gemenge der zwei scharf defi- 
nierten Formen des sauren und des alkalischen Methamoglobins, 
das Nitrithimoglobin als Gemenge von Methimogl bin und 
Stickoxydhamoglobin. 

In der vorliegenden Abhandlung beabsichtigten wir die 
Einheitlichkeit des Sulfhamoglobins zu priifen und in dessen 
Konstitution Eimblick zu gewinnen. 


{ 
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1. Darstellung krystallisierten Sulfhimoglobins. 


Sulfhimoglobinkrystalle waren bisher nicht erhalten worden. 
Die Darstellung gelang uns durch tagelanges abwechselndes 
Kinleiten von H,S und O, in eine 20°/,ige Lésung von reinem 
Pferdehamoglobin bis zum Verschwinden der O,Hb- baw. Hb- 
Streifen und Zusatz von 20°/, stark gekiihlten Alkohols zu 
der eiskalten Liésung. Die Hamoglobinlésung war nach dem 
in der 1. Mitteilung®) beschriebenen Verfahren gewonnen. — 
Die Krystalle, verunreinigt durch mitausgefallenen amorphen 
Schwefel, wurden auf der Zentrifuge mit eiskaltem 20 °/,igem 
Alkohol gewaschen, in wenig Wasser gelést, vom Schwefel durch 
Zentrifugieren abgetrennt, dann neuerlich mit Alkohol versetzt 
und derart 3mal umkrystallisiert. Die Krystalle glichen den 
6 seitigen Haimoglobintafeln, blieben zwischen gekreuzten Nicols 
in allen Azimuten dunkel und waren olivgriin gefarbt. Im 
Spektroskopokular zeigten sie einen intensiven Absorptions- 
streifen im Rot bei etwa 4 = 617. Aus ihrer wiBrigen Lésung 
schied sich beim Stehen an der Luft langsam Schwefel ab. 


2. Das Spektrum des Sulfhamoglobins. 


Die Bildung des Sulfhaimoglobinspektrum, d. h. das Auf- 
treten des typischen Streifens im Rot bei etwa 4 = 617 py 
erfolgt sehr allmihlich. Je intensiver dieser Absorptionsstreifen 
wird, um so schwacher wird der daneben sichtbare Streifen 
des Hamoglobins bzw. die beiden Streifen des Oxyhaimoglobins. 
‘Wir haben diese Umwandlung an einer 20°/,igen Hb-Lésung 
spektrophotometrisch verfolgt, um das Spektrum des reinen — 
Sulfhamoglobins zu messen; denn solange Zusatz von Na,S,0, 
eine Anderung des Spektralbildes im Sinne einer Umwandlung 
von O,Hb in Hb bewirkte, solange konnte das Sulfhimoglobin 
nicht. als frei von den genannten Farbstoffen angesehen werden. 
Nach 1 Woche, wahrend welcher haufig SH, und O, eingeleitet 
worden waren, war dieser Zustand erreicht. In verdiimnter 
Blutfarbstofflésung gelingt dies viel schneller. In Fig. 1 ist der 
Ubergang des reinen Himoglobins in reines Sulfhimoglobin im 
Verlauf von 1 Woche dargestellt, Um Beimengungen von 0,Hb 
g* 
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info 630 610 §90 5% S80 §30 S10 
I und II sind Hb-Sulfat-Gemische. III reines Sulfat. 
Fig. 1. 


oder MetHb aus*zuschlieBen, wurde stets nach Zusatz kleiner 
Mengen von Na,S,0, spektrophotometriert (vgl. Spalte 1—3 
der Tabelle). Aus der Figur ist ersichtlich, daB die spezifischen 
Extinktionskoeffizienten stetig und ohne Auftreten neuer Maxima 
aus der Kurve des reinen Hb in die neue Kurve itibergehen. 
Kleine Abweichungen diirften auf die unvermeidliche Abscheidung 











Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 





133 


kolloiden Schwefelszurtickzufihren sein. Ksistdanachanzunehmen, 
da8 blo8 Gemische des Sulfhamoglobins mit reduziertem Haimo- 


globin ohne sonstige tingierende Verunreinigungen vorliegen. 

















Tabelle. 
Spezifische Extinktionskoeffizienten x 107°. 
wees sl ho Pat i | vo fa ee 
in wp 
648—637 168 158 242 175 195 186 40 84 
640—630 | 217 | 200 | 288} — | — | — | 40] 25 
6s4—e2a | 290 | 276 | 350 | 297 | 244 | 282 | 54] 44 
eas—6is | sss | 351 | ssn} — | — | — | 58] 55 
621—611 836 382 425. 335 814 318 67 57 
615—606 831 3866 400 o co — 74 65 
gos—600 | 311 | seo | 345 | 335 | 344 | 318 | 78 | 88 
602—594 312 300 312 cee _— a= 110 116 
596—588 346 806 805 265 816 272 187 197 
591583 | 376 | sis | 310 | — | — | — | 290 | 295 
585--577 | 448 | 340 | 320 | 285 | 316 | 303 | 536 | 468 
580—573 | 48s | s54 | sean | — | — | — | 118 | 682 
574567 | 527 | 360 | 332 | si6 | ss4 | s52 | seo | 992 
570—568 | 543 | 364 | sao | — | — | — | 836 | 805 
565—558 5638 873 848 305 834 855 742 137 
560—553 576 403 343 _— —_ — 106 690 
556—549 | 574 | 307 | 345 | 305 | 334 | 365 | 728 | 720 
552—545 577 3878 349 oo — — 796 | 805 
547—541 568 866 344 336 358 891 858 890 
548587 | 551 | 354 | 399] — | — | — | 878 | 885 
589—533 | 518 | 334 | sso | 350 | 352 | 391 | 817 | 820 
531525 | 456 | 12 | 325 | 336 | 348 | 870 | 625 | 640 
522—517 | 404 | 291 | 317 | 307 | 321 | 338 | 488 | 484 
51s—509 | 388 | 985 | 314 | 28s | 318 | 380 | sea | 367 
50s—502 | sss | 263 | 314 | 283 | 332 | 25 | 356 | 345 
500-496 | 374 | 268 | 314 | 288 | 347 | 325 | 845 | 855 




















I = Gemisch von Hb und SHb am 24.1. 1925. 





II = dasselbe am 27. I. 1925. 
Ii = dasselbe zu reinem SHb umgewandelt am 30. I. 1925. 
IV = Gemisch von SHb und OHb (und MetHb). 
V = dasselbe nach Zusatz von Fluorkalium. 
VI = dasselbe nach Zusatz von KCy. 
Vii = COHb durch Einleiten von reinem CO. 
= COHb durch Einleiten von gereinigtem Leuchtgas. 
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Zur Darstellung der in Fig. 1 wiedergegebenen Kurven 
wurde unter den in der 3. Mitteilung angegebenen Bedingungen 
nach Zusatz von Na,8,0, spektrophotometriert, gleichzeitig 
durch N-Bestimmung die Konzentration des Farbstoffs be- 
stimmt — denn im Laufe der Bestimmung war ein Teil mit 
dem Schwefel ausgeflockt — und dadurch die spezifische 
Extinktion errechnet. Die Photometrie erfolgte nach Zeynek‘) 
in 0,1 °/,iger Sodalésung. 

Die Kurven des Sulfhimoglobin-O,Hb-Gemisches bei Gegenwart 
von Sauerstoff wichen von der bei Abwesenheit von O, beobachteten 
‘RegelmiBigkeit ein wenig ab. BloB die Kurve des reinen SHb war 
unabhingig vom Zutritt von Sauerstoff. Die Abweichungen gehen auf 
Beimengungen von Methimoglobin zuriick, denn sie lassen sich durch 
Zusatz von-KF oder HCy im gleichen Sinne beeinflussen wie die Ab- 
sorptionskurven des Methimoglobins (Tabelle, Spalte 4—6). Hamatin 
war nicht vorhanden, denn bei Reduktion trat niemals eine Andeutung 
des Himochromogenspektrums auf. 

Die bemerkenswerteste Folge der Gegenwart kleiner Mengen Met- 
hiimoglobin im SHb bei O,-Gegenwart ist jene, da8 der Streifen im 
Rot gegen das rote Ende des Spektrums verschoben erscheint. Diese 
Verschiebung unterbleibt, wenn man statt O, Kohlenoxyd in SHb 
einleitet. Clarke und Hurtley’) haben daher gemeint, ein besonderes 
COSHb vom SHb unterscheiden zu miissen. Diese Annahme ist jedoch 
fallen zu lassen, da sich die Verschiebung im Rot durch einfache Uber- 
lagerung der beiden Absorptionskurven des SHb und MetHb erkliren 1a8t. 


Die Absorptionskoeffizienten in den von Hifner an- 
gegebenen Spektralgegenden ergeben sich aus Fig. 1 fir das 
reine SHb zu A, =-0,294, A, = 0,298, der Quotient der 
Extinktionskoeffizienten zu Q= 1,01. Die Berechnung des 
SHb-Gehaltes in Gemischen mit Hb oder COHb erfolgt in 
der im V. Abschnitt der 3. Mitteilung angegebenen Weise. 
Bei Gemischen mit O,Hb ist stets die Gegenwart kleiner Mengen 
Methimoglobin zu beriicksichtigen. 

Das Maximum der Absorption im Rot fanden wir stets 
bei 2= 617. Durch diese Lage und durch die Intensitat 
unterscheidet sich der Absorptionsstreifen des SHb deutlich 
von jenem des MetHb, Fluor-MetHb und alkalischen Hamatins 
(vgl. Fig. 2). Durch Methimoglobinbeimengung kann das Maxi- 
mum des Streifens bis 4 = 625 verschoben erscheinen. 
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Abnlich gelegene Absorptionsstreifen sind von Filehne*) nach 
Rinwirkung von Nitrobenzol, ferner von Lipschitz und Weber®*) und 
Meissner) nach Einwirkung von AsH, beobachtet worden.*) In 





*) Anm. In“ der 8. Mitteilung wurde irrtiimlich behauptet, daB 
Lipschitz und Weber ein eigenes AsH,Hb annehmen. 
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beiden Fallen handelt es sich nach unseren Untersuchungen um reines 
MetHb. Aus Fig. 1 unserer 3. Mitteilung und aus der vorliegenden Fig. 2 
ist ja ersichtlich, daB sich das Maximum des Absorptionsstreifens des 
sauren MetHb violettwirts verschieben kann, wenn es von den Kurven 
des alkalischen MetHb oder des reduzierten Hb iiberlagert wird. Das 
vortibergehende Auftreten eines Streifens bei etwa 4 = 617 beim Ein- 
leiten von AsH, diirfte auf voriibergehende Bildung solcher Mischungen 
zuriickzufihren sein. Bei Zusatz von primiirem Natriumphosphat zu 
dem mit AsH, oder Nitro- oder Dinitrobenzol behandelten Blutfarbstoff 
beobachteten wir stets nur das Spektrum des reinen sauren MetHb. 


3. Eigenschaften des Sulfhaimoglobins. 

Das SHb zeichnet sich bekanntlich durch gro8e Bestindigkeit aus. 
Das Spektrum blieb unverindert bei Zusatz von primarer Phosphatlésung, 
von 0,1°/,iger Sodalésung, ferner bei Zusatz von KF, Na,S,O, und bei 
Einleiten von HCy. Durch Kochen mit NaOH trat allmihlich das 
Himatinspektrum auf, durch darauffolgende Behandlung mit Na,S,O, 
das Himochromogenspektrum. Ferricyankalium bildete kein MetHb, Pyridin 
kein Himochromogen. — 


Es gelang uns nicht, den S-Gehalt des SHb zu bestimmen. 
Die Lésungen des umkrystallisierten SHb setzten noch immer 
langsam Schwefel ab. Durch Koagulation der reinen SHb- 
Lésungen mit Alkohol, Waschen des Niederschlages mit heiBem 
Alkohol, Ather, Benzol, Trocknen des N iederschlages kei 105° 
und nochmaliges Waschen erhielten wir ein Priparat mit 3,3°/, 
Schwefel. Durch gleiche Behandlung von Hiamoglobin-Sulf- 
haimoglobin-Gemischen, deren SHb-Gehalt spektrophotometrisch 
bestimmt worden war, erhielten wir véllig abweichende Werte. 

Wihrend nach dem oben genannten Wert von 3,3 °/, S fiir reines 
SHb auf 1 Eisenatom desselben etwa 16 S-Atome kamen, berechneten 
wir aus den §-Bestimmungen im Hb-SHb-Gemisch 12 bzw. 11 und 
8 Atome Schwefel auf 1 Atom Fe des SHb im 78 bzw. 78 und 65 °/, 
SHb enthaltenden Farbstoffgemisch. Es gelang uns auf keine Weise 


den zihe adsorbierten Schwefel vom koagulierten Farbstoff zu trennen 
ohne den letzteren weitgehend zu verindern. 


Wir konnten daher nicht die Frage entscheiden, 
ob das SHb chemisch gebundenen Schwefel enthilt, 
oder ob der ganze Schwefel blob durch Adsorption fixiert ist. 


Es scheint jedoch sicher zu sein, daB nicht blo8 Hydrogenisierung 
oder Reduktion zur SHb-Bildung geniigt, ein Vorgang, an den bei der 
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Verwendung von H,S gedacht werden muBte. Verschiedene Versuche 
mit verschiedenen Reduktionsmitteln verliefen diesbeziiglich ergebnislos. 
Allerdings ist die Zah! der zur Verfiigung stehenden Reduktionsmittel 
sehr gering, da wegen der leichten Spaltbarkeit des Hb nur solche ver- 
wendet werden kiénnen, die in der Kilte und bei neutraler Reaktion 
wirken. Wir behandelten wiBrige Lésungen von reinem Hb mit Al- 
Amalgam (nach Wislicenus), mit Natriummetabisulfit, ferner eine 
Lésung von reinem Hb in 90 °/,igem Glycerin mit metallischem Natrium. 
Stets trat nur das Spektrum des reduzierten Hb auf, niemals ein Streifen 
im- Rot. Ebensowenig bewirkten P,S,, Athylmercaptan oder Diithyl- 
sulfid SHb-Bildung. 


Das Eisen ist im SHb noch organisch gebunden, denn es 
lieB sich aus dem Hitzekoagulat durch verdiinnte HCl nicht 
auswaschen. Der Kisengehalt der SHb-Krystalle (bestimmt 
durch die Methodik der 1. Mitteilung) war 0,34°/,, also iden- 
tisch mit jenem des reinen Hb. 


Zur Priifung der Frage, ob das SHb-Spektrum durch Anderungen 
im Porphyrinskelett der prosthetischen Gruppe zustande komme, haben 
wir mit den neuen Methoden von Fischer’), Schumm™) und ihren 
Mitarbeitern versucht, das dem SHb entsprechende Porphyrin dar- 
zustellen. Wir haben nach dem Vorgang von Schumm und Papen- 
‘dieck rauchende HCl in groBem Uberschu8 auf reines SHb einwirken 
lassen, nicht wie die genannten Autoren auf Schwefelwasserstoffblut, 
in dem nur ein Teil des Hb in SHb umgewandelt ist. Die Porphyrin- 
ausbeute war geringer als in einem nach den Vorschriften Schumms 
ausgeftihrten Parallelversuch. Auch war das erhaltene Porphyrin mit 
Chloroform nicht extrahierbar, ging aber in Ather—Fisessig tiber. Sein 
Spektrum in saurer Lésung glich dem von Schumm und Fischer 
beschriebenen Spektrum des Protoporphyrins bzw. Himatoporphyroidins, 
ebenso das Spektrum der alkalischen Lésung. Ein krystallisiertes Produkt 
lieB sich nicht gewinnen; der amorphe nach Abdunsten des Ather-Eis- 
essig gewonnene Riickstand war S-frei. Es liegen also keine An- 
zeichen fir chemische Anderungen im Porphyrinskelett bei 
SHb-Bildung vor. 


4. Uher das Selenhamoglobin. 


Clarke und Hurtley*) haben durch Einleiten von SeH, 
in Blutlésungen ein dem SHb-Spektrum 4hnliches Spektrum 
erhalten; dagegen fand kiirzlich Meissner™), daB SeH, den 
Blutfarbstoff unverindert lasse. Der Gegensatz erklart sich 
nach unseren Untersuchungen dadurch, daB das kaufliche Selen 
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des Handels hiufig Schwefel enthilt und bei Reduktion H,S 
liefert. Reinen schwefelfreien SeH, fanden wir in Uber- 
‘einstimmung mit Meissner stets ohne Einwirkung aut 
das Hamoglobinspektrum. 

Zur Befreiung von Schwefel wurde das kiufliche Selen (Merck) 
in HNO, gelést, letztere mit HCl abgeraucht, das so erhaltene SeO, in 
-verdiinnter HCl gelést, in der Lisung die Schwefelsiure durch BaCl, 
gefallt, filtriert, und im Filtrat durch Kochen mit salzsaurem Hydroxy]- 
amin das Selen abgeschieden. Nach Waschen mit Wasser und Trocknen 
wurde es mit der aliquoten Menge Al unter Luftabschlu8 zusammen- 
geschmolzen. Aus dem so gebildeten Aluminiumselenid wurde durch 
Wasser SeH, in Freiheit gesetzt und unter den bei der Darstellung des 
NOHb besehriebenen VorsichtsmaBregeln (vgl. 1. Mitteilung) in den Blut- 
farbstoft eingeleitet. 


5. Das Absorptionsspektrum des Kohlenoxydhimoglobins. 
(Zur 1. Mitteilung, S. 151.) 

Im Verlauf der SHb-Versuche wurde es notwendig, die 
Absorption des reinen COHb im Gebiet des sichtbaren Spek- 
trums zu kennen, um die Frage des COSHb von Clarke und 
Hurtley zu untersuchen (vgl. oben 2. Abschnitt). Da solche 
Messungen unseres Wissens noch nicht vorliegen, haben wir in 
der friiher beschriebenen Weise die Extinktionskoeffizienten des 
COHb bestimmt. Wir leiteten in eine wiBrige Lésung reinen 
umkrystallisierten Himoglobins nach Evakuieren CO ein, evaku- 
ierten neuerlich, leiteten wieder das Gas ein und wiederholten 
dies 3mal. In einem zweiten Versuche leiteten wir durch KOH 
gewaschenes Leuchtgas statt des reinen CO ein. Die durch 
Spektrophotometrie erhaltenen Werte waren in beiden Fallen 
innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Fig. 2 (Spalte 7 und 8 der 
Tabelle) zeigt die spezifischen Extinktionskoeffizienten im ge- 
messenen Spektralbereich. Die Messung geschah unter den 
Bedingungen der 3. Mitteilung. 


6. Uber die Bildung des Stickoxydhaimoglobins. 
(Zur 1. Mitteilung, S. 151.) 
Anson und Mirsky‘*) haben vor kurzem angegeben, daB NO auf 
COHb oder O,Hb unter Bildung von MetHb einwirke, welch letzteres 


allm&hlich in NOHb tibergehe. Die Einwirkung auf red. Hb betrachten 
‘sie als ,,anomal. Sie bezeichnen daher das Stickoxyd-Hb als NOMetHb 
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und fussen es als MetHb-Derivat auf. Wir haben die Versuche von 
Anson und Mirsky wiederholt und finden im Gegensatz zu ihnen: 


1, Bei Einwirkung von NO auf Hb (vgl. 1. Mitteilung) bei voll- 
kommener Abwesenheit von O, geht das Spektrum des Hb sofort und 
ohne Auftreten anderer Spektra in jenes von NOHb iiber. 


2. Bei Einwirkung von NO auf O,Hb bilden sich sofort kleine 
Mengen von NO, die MetHb-Bildung bewirken. Durch einen UberschuB 
von NO kénnte das gebildete MetHb weiter in NOHb umgewandelt werden. 


8. COHb geht durch Einwirkung von NO bei vollkommenem 
Ausschlu8 von O, allmihlich in NOHb iiber. Die MetHb-Bildung wurde 
dabei niemals beobachtet, weder in reiner COHb-Lésung, noch in solcher, 
die durch primires Na-Phosphat schwach sauer oder durch Soda 
schwach alkalisch gemacht worden war. 

Wir kénnen uns daher nicht der Meinung anschlieBen, daB NOHb 
ein MetHb-Derivat ist. Ubrigens wire es unwahrscheinlich, da8 das stark 
reduzierende Stickoxyd COHb zu MetHb oxydieren sollte. 


7. Zar Regeneration von Himoglobin aus seinen 
Spaltprodukten. 
(Zur 2. Mitteilung, S. 72). 


Neutralisiert man die Lésung des durch Saéiuren oder Laugen ge- 
spaltenen Blutfarbstoffes so fallt ein Niederschlag aus, der die Eigen- 
schaften des Kathimoglobins der Alteren Autoren hat und von dem in 
der 2. Mitteilung gezeigt worden war, daB er eine Kolloidverbindung 
des Globins mit der bereits abgespaltenen prosthetischen Gruppe ist. 

Steudel und Peiser'’) haben vor kurzem unter ihnlichen Be- 
dingungen diesen Niederschlag erzeugt und fassen ihn als unlésliches 
Hb auf. Steudel und Peiser, sowie Anson und Mirsky”) sind 
daher der schon friiher von Ham und Balean™) vertretenen, aber von 
Menzies”) widerlegten Ansicht, daB Hb aus seinen Spaltprodukten 
durch einfaches Neutralisieren wiedergewonnen werden kénne. 

Wir haben die Versuche unter den von den Autoren angegebenen 
Bedingungen wiederholt und gefunden, da8 der durch Neutrali- 
sation gewonnene Niederschlag mit dem Kethimoglobin, 
aber nicht mit Hb identisch ist. Selbstverstindlich hat er die 
gleiche elementare Zusammensetzung wie Hb. Er unterscheidet sich 
aber deutlich von Himoglobin durch die folgenden Reaktionen, die wir 
fir solche Untersuchungen zur Vermeidung von Mifverstiindnissen vor- 
schlagen méchten: 


1. PreBt man den Niederschlag zwischen Glasplatten, nachdem man 
ihn mit einem Tropfen neutralen Na,$,0, verrieben hat, so beobachtet 
man das Spektrum des Himochromogens, nicht jenes des Hb. 















140 Felix Haurowitz, 


2. Lést man den feuchten Niederschlag in einer schwach alka- 
lischen Sodalésung, die an und fir sich nicht imstande ist Hb zu spalten, 
so beobachtet man das Spektrum des alkalischen Himatins. Leitet man 
nun CO, ein (vgl. 2. Mitteilung, S. 71), so eptsteht eine neutrale Lisung 
mit dem Spektrum des Hiimatins, die durch Reduktion sofort in Himo- 
chromogen iibergeht. Die beiden Streifen des neutralen Haimatin dirfen 
mit jenen des O,Hb nicht verwechselt werden. 

Wir sind daher der Ansicht, daB es bisher nicht ge- 
lungen ist, Hb aus seinen Spaltprodukten herzustellen. 

Steudel und Peiser haben aus ihren Untersuchungen den Schiu8 
gezogen, das Hb sei eine salzartige Verbindung des Globins 
mit der prosthetischen Gruppe. Wir kénnen uns auf Grund der eben 
zitierten Versuche dieser Meinung nicht anschlieBen. Zudem 
beweisen die Elektrophoreseversuche von Michaelis und seinen 
Mitarbeitern*), daB Hb bei pz > als 6, 8 anodisch wandert, wihrend 
Globin, dessen isoelektrischer Punkt bei py = 8,1 liegt™*), zwischen 
Pu = 6,8 und 8,1 kathodisch wandern miiBte. Wir haben die Versuche 
von Michaelis wiederholt und stets die Anoden- und Kathodenflissig- 
keit analysiert. Bei py = 7,5 fanden wir in der Kathodenfliissigkeit 
keine Spur von Eiwei8 oder Farbstoff, in der Anodenfliissigkeit reinen 
unzersetzten Blutfarbstoff. Es war also die Himoglobinsiule als ganzes 
gewandert, ohne daB Globin oder prosthetische Gruppe in der einen oder 
anderen Richtung vorausgeeilt oder zuriickgeblieben waren. Wenn aber 
das Globin des Himoglobins bei einer Wasserstoff-Ionen- 
konzentration, die gréBer ist als jene seines isoelektrischen 
Punktes, kathodisch wandert und zwar ebenso schnell wie die 
prosthetische Gruppe, die in freiem Zustand stark saure Eigenschaften hat, 
so kann die Bindung zwischen beiden nicht salzartig gewesen 
sein.*) 

Die Wanderungsversuche wurden im Kakodylsiure-Natriumkakody- 
lat-Puffergemisch nach Michaelis vorgenommen. Das Puffergemisch 
war n/l, die Himoglobinlésung 20°/,ig. Die Wanderung wurde im 
Gleichstrom von 220 Volt bei 0,5 Milliampere untersucht. Es wurden 
die von Michaelis vorgeschlagenen unpolarisierbaren Elektroden ver- 
wandt (Cu in CuCl, und Ag in AgCl bzw. KCl). 


8. Zum Magnetismus des Blutfarbstoffes. 
(Zur 2 Mitteilung, S. 69), 
In der 2. Mitteilung konnten wir die Beobachtung Gamgees tiber 
den Diamagnetismus des Blutfarbstoffes und den Paramagnetismus seiner 
freien prosthetischen Gruppe bestiitigen und erweitern. Inzwischen 





*) Vgl. hierzn die Einwiinde von Kestner (Ch. d. Eiwei8kérper 
1925, 8. 854) gegen die Auffassung von Steudel und Peiser. 
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haben Baudisch und Welo’) die groBe Bedeutung des Magnetismus 
fir die katalytischen Fahigkeiten der Eisensalze aufgedeckt und auf 
das ahnliche Verhalten des Hb hingewiesen. Wir haben unsere Ver- 
suche nach dieser Richtung hin erginzt und konnten feststellen, daB 
nicht nur die diamagnetischen, sondern auch die para- 
magnetischen Spaltprodukte wie Himin, Himatin, Kathimoglobin 
die Benzidinreaktion geben, da8 hier also durchaus nicht voll- 
kommen paralleles Verhalten zwischen Magnetismus, Q,- 
Bindungsvermégen und Peroxydasewirkung vorliegt. 

Es scheint uns jedoch wichtig darauf hinzuweisen, daB Oxy-Hb 
ahnlich den aktiven Fe-Salzen von Baudisch und Welo bei linger 
dauerndem Aufbewahren mit der Anderung des Diamagnetismus in 
Paramagnetismus auch die Fahigkeit molekularen 0, aufzunehmen ver- 
liert, und derart ,,altert“. Eine neuerliche Untersuchung des 25 Jahre 
alten von Huppert dargestellten ,,reinen OHb“, das sich in der 2. Mit- 
teilung (a. a. 0.) als paramagnetisch erwiesen hatte, ergab, daB dasselbe 
mit dem Paramagnetismus auch die sonstigen Eigenschaften des KatHb 
angenommen hatte. Es darf daher nicht mehr als OHb_ bezeichnet 
werden, wie dies in der 2. Mitteilung geschah. 


9. Berichtigungen und Bemerkungen zur 3. Mitteilung‘). 


Auf §. 71 ist in der Tabelle statt ,,Phosphor“ zu setzen ,,Phosphat“. 

Auf 8. 72, Zeile 19 v. 0. w statt up. 

Auf §.78 im Nenner der Hiifnerschen Formel e, und ge, statt 
8, und ¢,. 

Die Formeln auf 8.98 der 3. Mitteilung haben, wie wir 
den AuBerungen einiger Forscher und einer soeben erschienenen 
Arbeit von R. Meier?*) entnehmen, zu MiBverstandnissen be- 
ziiglich des O-Gehaltes des MetHb Anla8 gegeben. Da in 
unserer Arbeit diese Frage experimentell gar nicht untersucht 
worden war, schienen uns Erérterungen dariiber nicht am 
Platz. Unter dem Eindruck der damals erschienenen Arbeiten 
von Roaf, Smart und Quagliarello wurde die O-reichere 
Formel als wahrscheinlich angenommen. Inzwischen ist jedoch 
durch Conant der Widerspruch aufgeklart und die O-airmere 
Kiistersche Formel wahrscheinlicher geworden. Die Formeln 
der 3. Mitteilung sollten jedoch unabhangig von diesen An- 
schauungen die Umwandlung von saurem in alkalisches MHb 
darstellen. An eine Anderung des Oxydationsgrades konnte 
bei dieser Umwandlung gar nicht gedacht werden, so daB wir 
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unbedenklich Hb=O und Hb—OH gleichsetzten. Die dies- 
beziiglich gegen uns erhobenen Vorwiirfe von R. Meier be- 
ruhen daher auf einer miBversténdlichen Auffassung unserer 
Formeln, die bloB und ausschlieBlich die Bindungs- 
weise des O in den beiden Formeln des MetHb, aber durch- 
aus nicht den Oxydationsgrad desselben veranschaulichen 
soliten. Wir sind an dieser Unklarheit unserer Formeln, die 
zu MiBverstindnissen AnlaB geben konnte, insofern schuld, als 
wir es vermeiden wollten, neue chemische Symbole einzufibren; 
denn die iiblichen Zeichen geniigen nicht, um Bindungsweise 
des O und Oxydationsgrad gleichzeitig auszudriicken. Man 
miiBte also richtig schreiben: 


1. (HbH)}=O = (Hb)—OH, 
2. Hb=O = (Hb minus H)—OH, 


wobei Gleichung 1 die O-airmere Ktistersche, Gleichung 2 die 
Q-reichere Formel des MetHb darstellen wiirde. Die Striche 
unter dem Hb bedeuten Ubergang einer einfachen in eine 
Doppelbindung und umgekehrt im Molekiil des Hb. 


Wir méchten schlieBlich erwihnen, da8 unsere Ansicht, im Cyan-Hb 
sei das Cy an O und nicht an Eisen gebunden, dadurch gestiitzt wird, 
da8 nach Robinson") auch Cyan-Hb als Peroxydase wirkt, wihrend sonst 


bekanntlich aktive Eisenverbindungen durch Cy spezifisch gehemmt 
werden. | 


10. Zusammenfassung. 


Das Sulf-Himoglobin wird krystallisiert, Krystalle und 
Spektrum der reinen Verbindung nebst ihren sonstigen Eigen- 
schaften beschrieben. Die blo8 auf spektroskopische Unter- 
suchung begriindeten Begriffe des Sulfoxy-Hb (Borri) und des 
Kohlenoxyd-SHb (Clarke und Hurtley) sind aufzugeben, 
da die entsprechenden Spektralbilder sich durch einfache 
Uberlagerung des SHb-Spektrums durch die Spektren des 
Hb, O,Hb, MetHb und COHb erklaren. Ehbenso sind die 
Begriffe Selen-Hb und CO-SeHb fallen zu lassen, da sie auf 
Verunreinigung des verwendeten SeH, durch SH,, also Bildung 
von SHb, zuriickzufiihren sind. 
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Mit der vorliegenden Mitteilung gelangt eine Reihe von 
Arbeiten zum AbschluB, die den Zweck hatten die Einheitlich- 
keit der bekannten Derivate des unzersetzten Blutfarbstoffes. 
zu prifen. Als Kriterien verwandten wir vor allem die krystallo- 
graphischen Kigenschaften und Spektrophotometrie im ganzen 
Bereich des sichtbaren Spektrums. Bei diesen Untersuchungen 
erwies sich eine grofe Reihe von Hb-Derivaten der Literatur 
als Gemische, so die vier eben genannten Schwefel- und Selen- 
derivate, ferner das KatHb, NitritHb, NO-MetHb und AsH,Hb. 
Die verschiedenen Methamoglobine der Literatur erwiesen sich 
dagegen als einheitlich und als Gleichgewichte zweier Formen 
des MetHb, deren Spektra photometrisch dargestellt wurden. 
Ebenso erwiesen sich die folgenden Verbindungen als einheit- 
lich und wurden durchweg krystallisiert erhalten und spektro- 
photometrisch gemessen: Kohlenoxyd-Hb, Stickoxyd-Hb, Cyan-Hb, 
Fluor-MetHb, SHb. Es ist auf Grund dieser Versuche und 
Messungen mdglich die Spektra der einzelnen Hb-Derivate in 
viel objektiverer Weise darzustellen als durch die tblichen 
Spektralbilder der Lehrbiicher. Wir haben in Fig. 2 dieser 
Mitteilung die von uns gemessenen Werte fir die spezifische 
Extinktion eingetragen, wobei wir uns der schénen Darstellungs- 
weise bedienten, die Hari zur Darstellung des Hb- und Oxy- 
Hb-Spektrums angewandt hatte. 
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Wir haben uns die Frage vorgelegt, ob Beziehungen 
zwischen der Starke des Ausfalls der Pikrins&ure- 
reaktion und der Ausbeute an Oxamid bei erfolgter 
Oxydation von Seidenpepton mit Permanganatlésung 
vorhanden sind, Die Versuchsanordnung war eine gegebene. 
Es wurde Seidenpepton verschiedener Darstellung mit Per- 
manganat oxydiert und daraufhin die Ausbeute an Oxamid 
bestimmt. Hierzu ist zu bemerken, daB bei unter genau den 
gleichen Bedingungen und denselben Methoden der Auf- 
arbeitung durchgefiihrten Versuchen bei Anwendung ein und 
desselben Peptons innerhalb enger Grenzen gleiche Oxamid- 
mengen gewonnen wurden. Es wurde ferner die Pikrinsiure- 
reaktion angestellt, und zwar wurden stets dieselbe Menge 
Pepton, dieselbe Menge gleich konzentrierter Sodalésung und 
die gleiche Menge einer bestimmten Pikrinsdiurelésung ver- 
wandt; es wurde ferner gleich lange Zeit gekocht und dann die 
entstandene rotbraune Farbung beobachtet. Es kam uns nur 
darauf an, gréBere Unterschiede festzustellen. Das Seiden- 
pepton wurde dann der Kinwirkung von Lauge ausgesetzt und 
zwar wahrend einer bestimmten Zeit. Dann wurde die Lésung 
mit der entsprechenden Menge Saure neutralisiert und hierauf 
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wieder die Pikrinsiurereaktion angestellt. AuBerdem haben 
wir den Aminostickstoffwert des Ausgangsmaterials 
als Grundlage benutzt und nach der Einwirkung von 
Lauge wieder den NH,-Stickstoff bestimmt. Hierauf 
wurde dann mit Permanganat oxydiert und das ge- 
bildete Oxamid isoliert. Es zeigte sich ein Parallel- 
gehen zwischen dem Ausfall der Pikrinsiurereaktion, 
der vorhandenen Aminostickstoffmenge und der Aus- 
beute an Oxamid. Es sprechen somit auch diese Versuche 
durchaus in dem Sinne, daB die Pikrinséurereaktion zum Nach- 
weis von 2,5-Dioxo-piperazinringen oder verwandter Struktur- 
formen durchaus verwendbar ist und zwar in dem speziellen 
Bereich, in dem wir die genannte Reaktion benutzen. Sie ist 
mit anderen Carbonylreagenzien von allergréBtem Werte ge- 
worden. Erwihnen michten wir nur, daB bei EiweiSstoffen, 
Peptonen usw., die reich an Cystin sind, mit der Méglichkeit 
einer Beeinflussung der Pikrinsiurereaktion durch etwa sich 
bildenden Schwefelwasserstoff gerechnet werden mu. - Ferner 
muB selbstverstiindlich in jedem Falle ausgeschlossen werden, 
daB sonstige Verbindungen, wie Zuckerarten usw., die mit 
Pikrinséure auch Farbreaktionen ergeben, vorhanden sind. 


Experimenteller Teil. 


Die Methode der Oxydation von Eiweib, Peptonen, Dioxo- 
piperazinen und Polypeptiden mit Zinkpermanganat birgt an 
und fiir sich gewisse Nachteile in sich, weil reichlich Gelegen- 
heit einerseits zur Umhiillung der zu oxydierenden Produkte 
vorhanden ist, und andererseits auch der Mangandioxydschlamm 
mancherlei Produkte zuriickhalten kann. Namentlich bei Ver- 
wendung von HiweiB sind die Ausbeuten an Oxydations- 
produkten vielfach sehr schwankend und von mancherlei Zu- 
falligkeiten abhingig. Wir haben viel Zeit darauf verwandt, 
die optimalen Bedingungen fir die Oxydation mit Zink- 
permanganat ausfindig zu machen. Vor allen Dingen wurde 
der EKinflu8 der Temperatur auf den Verlauf der Oxydation 
studiert. Es wurden Versuche zwischen 0° und 100° durch- 
gefiihrt. Es ergaben sich bei der Verwendung von Seiden- 
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peptonlésung keine wesentlichen Unterschiede in der Ausbeute 
an Oxamid. Das bei diesen Versuchen angewandte Priparat 
lieferte 2,5 g Oxamid bei Verwendung von 100 g Pepton. Bei 
zwei anderen Priparaten fanden wir 3,2 g und bei einem 
weiteren 3,9 g Oxamid. In einem Versuch haben wir die 
Zinkpermanganatlésung zu der siedenden Peptonlésung all- 
mahlich zuflieBen lassen, dabei war die Ausbeute an Oxamid 
sehr stark vermindert. | 

Bei der Entfernung des gelésten Zinks mit Schwefelwasser- 
stoff wurden erhebliche Mengen von Oxalsaure festgestellt. 
Wurde nicht mit Schwefelwasserstoff behandelt, so schied sich 
das Zinkoxalat, das an sich schwer léslich ist, jedoch offen- 
_bar von den gebildeten Ammonsalzen (Ammonnitrat und -acetat) 
in Lésung gehalten wurde, beim Eindampfen der Lésung aus. 
Es wurden 20—30 g Calciumoxalat, berechnet auf 100g Seiden- 
pepton, erhalten. Dazu kommen dann noch erhebliche Mengen 
von Oxalsiure, die in Form von Zinkoxalat im Mangandioxyd- 
riickstand enthalten sind. Sié lassen sich mittels konzentrierten 
Ammoniaks ausziehen. Nach Verjagen des Armmoniaks ver- 
blieb Zinkoxalat in Form eines weiBen Pulvers. Es konnten 
auf diese Weise insgesamt 30—40¢ Zinkoxalat isoliert werden. 

Wir haben weiterhin versucht, aus den Filtraten von 
Oxamid, die beim Eindampfen einen goldgelben bis gelb- 
braunen Sirup hinterlieBen, Produkte zu isolieren, die einheit- 
lich waren, und tiber deren Zusammensetzung sich etwas Be- 
stimmtes aussagen lieB. Der Riickstand ergab Ninhydrin- und 
Biuretreaktion. Mit Ausnahme von Ammonnitrat und Ammon- 
acetat vermochten wir keine einheitliche Verbindungen zu ge- 
winnen. Verschiedene Beobachtungen deuten auf die Anwesen- 
heit von Ameisensiure und von Aldehyden hin. 

Wir haben weiterhin den Versuch unternommen, aus dem 
Mangandioxydschlamm, dessen Stickstofigehalt auf die Anwesen- 
heit stickstoffhaltiger Produkte hinwies, Verbindungen zu iso- 
lieren, die eventuell Hinweise auf den Bildungsmechanismus 
des Oxamids geben kénnten. Wir dachten vor allen Dingen 
an die Méglichkeit des Auftretens von Tetraoxopiperazin- 


ringen. Sie kénnten unter Wegoxydation der Seitenketten 
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von 2,5-Dioxo-piperazinen sich voriibergehend bilden und dann 
in Oxamid und Kohlensiure zerfallen, vergleiche die folgenden 
Formeln: 

NH NH, 


ee Pe 
OC Co OC COOH 
we a ~~ COOH 
NH NH, 


Es ist uns bis jetzt nicht gelungen, das etwa zu erwartende 
Tetraoxopiperazin zu isolieren. 

Wir dachten fernerhin an die Méglichkeit, da8 Oxamin- 
siure bei der Oxydation von Peptonen entstehen kénnte. Ks 
ist trotz aller Sorgfalt nicht gegliickt, diese Verbindung zu 
isolieren. Sie kommt iibrigens als Zwischenprodukt bei der 
Bildung von Oxamid nicht in Frage, denn sie verhalt sich 
gegeniiber Zinkpermanganat unter den von uns gewahiten 
Bedingungen indifferent. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB bis jetzt als ein- 
ziges Oxydationsprodukt bei Verwendung von Permanganat, 
das fiir die Anwesenheit von 2,5-Dioxopiperazinen spricht, das 
Oxamid angefiihrt werden kann. Eine Ausnahme bildet das 
Dipeptid Glycyl-glycin, das ebenfalls die genannte Verbindung 
liefert. Erwihnt sei noch, daB bei Oxydation von Seiden- 
pepton mit H,O, gleichfalls die Bildung von Oxamid beob- 
achtet wurde. Dieser Befund wird weiter verfolgt. 

Wir haben unter anderem zum Vergleich Leucyl-glycin 
und Leucyl-glycinanhydrid mit Zinkpermanganat oxydiert. 
Im ersteren Falle erhielten wir Oxalsiure und Isovalerian- 
siure, jedoch kein Oxamid. Das Anhydrid lieferte groBe 
Mengen von Oxamid und etwas Oxalsiure. Daneben trat 
noch eine Fettsiure auf. Ferner entstanden in beiden Fallen 
geringe Mengen von Ammonsalzen (Nitrate). Wir haben weiter- 
hin Leucyl-glycin und Leucyl-glycinanhydrid mit der gleichen 
Menge Normalnatronlauge versetzt’' und nach einer 1/, Stunde 
neutralisiert, und zwar wurde das Dipeptid in 50 ccm n-Natron- 
lauge gelést ('/,,, Mol Leucyl-glycin). Das Anhydrid wurde in 
derselben molekularen Konzentration unter Schiitteln in der- 
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selben Menge n-NaOH zur Liésung gebracht. Nach 1/, Stunde 
ergab die Formoltitration nach erfolgter Neutralisierung mit 
der entsprechenden Menge Normalsalzsiure, dab das Dipeptid 
unverindert war, wahrend das Anhydrid sich als zum Dipeptid 
aufgespalten erwies. Nach erfolgter Oxydation beider Lisungen 
fiel der Versuch, Oxamid zu isolieren, negativ aus. Diesen 
letzteren Versuch haben wir als Vorversuch unternommen, um 
einen Anhaltspunkt fiir die in der Einleitung erwahnte Frage- 
stellung zu haben. In zahlreichen Versuchen wurden Seiden- 
peptonarten verschiedener Herkunft mit n/1-Lauge bei ver- 
schiedenen ‘T'emperaturen und verschieden lange Zeit auf- 
bewahrt. Die eingetretene Verinderung wurde an Hand der 
Pikrinséurereaktion und der Formoltitration verfolgt. Das 
Seidenpepton war aus Seidenfibroin mittels verschieden konzen- 
trierter Schwefelsiure gewonnen worden. Im allgemeinen wurde 
70°/, ige Schwefelsiure angewandt, und diese nach 48 stiindiger 
Einwirkung bei Zimmertemperatur mit Baryt entfernt. Es 
sind Versuche im Gange, um eine Methode ausfindig zu 
machen, die es erméglicht, Seidenfibroin in Liésung zu bringen, 
ohne da tiefergehende Verinderungen erfolgen. Die hier 
mitgeteilten Versuche haben nur vergleichenden Wert und sind 
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Kinwirkung | . jan n/5-Na(OH)-Lo-| 5. euure- | 100 cem 
einer n/1- sang bei Anwen- Peptonlés. 
NaOH-Lis. | Grad gg oolong measeee | in Grama 
0 16 3,0 sie si 
30 Minuten} 16 4,3 . ihe 
1 Stunde 16 4,6 (+) —- 
4 Stunden 16 * 4,9 ((+)) Spur 
“ee 16 5,8 Cc . 
ae 16 6,2 cas ’ 
0 37 3,0 ++ _— 
15 Minuten 37 4,1 r — 
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als Vorstudien zu weiteren Untersuchungen zu _betrachten. 
Hinige der erhaltenen Ergebnisse sind in der vorstehenden Ta- 
belle dargestellt. Die nicht mitgeteilten Versuche ergaben den- 
selben Befund. 

Die Ausgangslésung des Seidenpeptons enthielt 0,68°/, N 
und 0,168°/, Amino-N. 

Kine weitere Seidenpeptonlésung, die im Verhiltnis zum 
Gesamt-N weniger Amino-N aufwies (sie enthielt 0,81°/, N 
und 0,13°/, Amino-N), ergab das gleiche Resultat, nur war 
die Ausbeute an Oxamid etwas griBer (die Ausgangslésung 
ergab 0,128°/, Oxamid). Die Ausgangslésung zeigte auch eine 
stirkere Pikrinsiurereaktion. 

Ks ist auch von genau denselben Gesichtspunkten aus 
geprift worden, in welchem Zusammenhang der Ausfall der 
Pikrinsiurereaktion und der Aminostickstoffwert mit der Aus- 
beute an Piperazinen steht, wenn Peptone, die verschieden 
lange Zeit mit Alkali behandelt worden sind, der Reduktion 
unterworfen werden. Es ergab sich auch hier ein den Oxy- 
dationsversuchen entsprechendes Parallelgehen. Jedoch ist die 
Ausbeute an Piperazinen an und fiir sich schwankend, so daB 
Versuche der genannten Art unter noch schirferen Bedingungen 
wiederholt werden miissen, um ein abschlieBendes Urteil zu 
gestatten. 














Uber die Hydrolyse von Polypeptiden durch Fermente. 
Von 


Emil Abderhalden. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. November 1925.) 








t 

Die Erforschung der Beziehungen bestimmter Ferment- 
arten zu bestimmten Substraten ist durch die grundlegenden 
Arbeiten von R. Willstatter und seinen Schiilern auf eine 
ganz neue Grundlage gestellt worden. Es geht dies besonders 
klar aus den Forschungen von Ernst Waldschmidt-Leitz 
hervor.4) Durch Anwendung bestimmter Adsorptionsmethoden 
unter geeigneten Bedingungen ist es dem genannten Forscher 
in eindeutiger Weise gelungen, den Nachweis zu fiihren, daB 
Erepsin alle von ihm untersuchten Dipeptide spaltet, 
wogegen keines davon von dem tryptischen Ferment 
angegriffen wird. Auch ein Tripeptid wurde von letzterem 
nicht hydrolysiert. Ferner konnte gezeigt werden, da8 weder 
Pepton, das der peptischen Verdauung entstammt, noch Protamin, 
noch Histon, noch irgendein anderes Protein durch Erepsin 
gespalten wird. Alle genannten Produkte werden dagegen von 
Trypsin hydrolysiert. Es steht somit einwandfrei fest, daB 
Erepsin und Trypsin zwei ganz verschiedene Ferment- 
komplexe darstellen. Sie sind auf bestimmte Substrate 


eingestellt. 





1) Ernst Waldschmidt-Leitz u. Anna Harteneck, Diese Zs. 
Bd. 147, S. 286 (1925); Bd. 149, S. 203 (1925). 
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Als seinerzeit von Emil Fischer und mir’) eine gréfere 
Anzahl von Polypeptiden der Einwirkung von mittels Darmsaftes 
aktiviertem Pankreassaft unterworfen wurde, stand die Frage 
im Vordergrund des Interesses, ob im Eiwei® Aminosiuren 
siureamidartig verkniipft sind. Die angewandten Fermentlésungen 
sollten als feinste Reagenzien entscheiden, ob jene Bindungsart 
als eine ,,biologische“ betrachtet werden darf. Bekanntlich 
hatte Emil Fischer, da alle Bemiihungen, durch Abbau von 
Kiwei8 zu einheitlichen, mehr als einen Baustein (Aminosiure) 
enthaltenden Verbindungen zu gelangen, ohne Erfolg blieben, 
den Weg der Synthese eingeschlagen. Nun galt es, fest- 
gustellen, ob die beschrittene Bahn die richtige war. Das 
Ergebnis der erwahnten Untersuchung, der bereits eine solche 
in der gleichen Richtung von Emil Fischer und Bergell?) 
vorangegangen war, stiitzte die Auffassung, wonach die Amino- 
siuren siureamidartig im Kiwei8 verkniipft sind, denn es wurde 
gefunden, daB Polypeptide durch Fermente in ihre Bausteine 
zerlegt werden. Von besonderer Bedeutung war hierbei der Be- 
fund, daB racemische Polypeptide asymmetrisch gespalten werden. 
Kinige der angewandten Polypeptide blieben unangegriffen. 
Es sind mir im Laufe der Zeit Zweifel gekommen, ob der 
guletzt erwahnte Befund zu Recht besteht, war doch mehr 
und mehr erkannt worden, daB den Bedingungen, unter denen 
sich Fermentwirkungen vollziehen, die gréBte Bedeutung zu- 
kommt. Jene Versuche, die zunachst nur dem erwahnten 
Zwecke dienten, und deren Ergebnisse damals mit allergréBter 
Spannung erwartet wurden, sind nun nach den heutigen Kennt- 
nissen der Fermentwirkung und den jetzigen Anforderungen 
an einen Fermentversuch als nicht einwandfrei zu bezeichnen. 
Einerseits war die Reaktion des Milieus, in dem sich die 
Fermentwirkung vollzog, nicht berticksichtigt worden, und 
andererseits wurde die Wirksamkeit der angewandten Ferment- 
lésung nicht gentigend kontrolliert. Die Fermentlésungen 





1) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 46, 
S. 52 (1905). | re 

*) Emil Fischer u. Peter Bergell, Chem. Ber. Bd. 36, S. 2592 
(1908); Bd. 87, S. 3108 (1904). a4 : 
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stammiten von nach Pawlows Methoden operierten Hunden. 
Herr Prof. Pawlow stellte einerseits aus einer Pankreasfistel 
gewonnenen Pankreassaft zur Verfiigung und andererseits 
Darmsaft. Mit Hilfe des letzteren wurde der Pankreassaft 
aktiviert. Bei einem Teil der Versuche wurde auch Pankreas- 
saft verwandt, der spontan aktiv geworden war. Beide Siafte 
waren zur Zeit ihrer Verwendung mindestens 8 Tage alt. Hs 
handelte sich ferner nicht um ein einziges Praparat, vielmehr 
waren insgesamt drei verschiedene Sendungen von Pankreas- 
saft verwandt worden. Es ist leicht méglich, daB die an- 
gewandten Fermentlésungen nicht in allen Versuchen gleich- 
wertig waren und in den Fallen, in denen die Spaltung des 
Polypeptids unterblieb, jenes Ferment, das diese Gruppe von 
Verbindungen zu seriou vermag, fehite, 

Ich habe im Laufe der letzten Jahre eine sehr sain 
Anzahl von Polypeptiden der Einwirkung von Darmsaft, Pankreas- 
saft und HefepreSsaft unterworfen und in letzter Zeit auch in 
kleinem Umfange nach dem Vorgehen von Waldschmidt- 
Leitz eine Trennung von Trypsin und Erepsin durchgefihrt. 
Inzwischen hat Waldschmidt- Leitz Ergebnisse seiner in der- 
selben Richtung liegenden Untersuchungen mitgeteilt. Es liegt 
mir fern, in seine Forschungen einzugreifen. Ich werde seiner 
Zeit, wenn ausreichendes Material vorliegt, meine Ergebnisse 
mitteilen. Sie waren bis vor kurzem nicht ganz einheitlich. 
Zuniichst zeigte es ‘sich, da® Pankreas- bzw. Darmsaft bzw. 
Erepsin auch solche Polypeptide spaltet, die seinerzeit als 
durch diesen nicht spaltbar angegeben worden waren. Es ver- 
blieben jedoch noch einige Dipeptide und auch hdhere Poly- 
peptide, die teils nur langsam, teils garnicht angegriffen wurden. 
Aber auch diese erwiesen sich bei genauer Durchfihrung der 
Versuche schlieBlich alle als hydrolysierbar. 

Der Zweck dieser kurzen Mitteilung ist der, ein Ergebnis 
von grundlegenden Versuchen, nimlich iiber die Spaltbarkeit 
von sauredmidartig verkniipften Aminosiuren durch bestimmte 
Fermente in ihre Bausteine, richtigzustellen und damit einen 
Widerspruch mit den Befunden der schénen Untersuchungen 
von Waldschmidt-Leitz zu beseitigen. Er? selbst hat auf 
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das Unzulangliche jener ersten Versuche hingewiesen. Wald- 
schmidt-Leitz hat das groBe Verdienst, Klarheit in die Be- 
ziehungen von Trypsin und Erepsin zu bestimmten Substrat- 
arten gebracht zu haben. Meine eigenen Forschungen, dic 
eine Weiterfiihrung der seinerzeit unternommenen bedeuten, 
haben erst in dem Augenblick ihren vollen Wert erhalten, 
nachdem R. Willstatter und seine Schiiler und vor allen 
Dingen Waldschmidt-Leitz Methoden geschaffen haben, die 
gestatten, die in Frage kommenden Fermente abzutrennen. 
Einfiigen méchte ich noch, dab auch aus einer groBen Anzahl 
von Aminosauren aufgebaute Polypeptide von Erepsin gespalten 
werden. Das von Fodor’) und mir dargestellte, 19 Amino- 
siuren enthaltende Polypeptid wird auch zerlegt. Allerdings 
ist gerade dieser Versuch nicht so umfassend gestiitzt, wie es 
bei einer so wichtigen Frage der Fall sein miiBte, weil die 
Menge des zur Verfiigung stehenden Materials sehr klein war. 
Es konnten Leucin in Form seines Kupfersalzes und Glykokoll 
als Pikrat nachgewiesen werden. Ks miissen jedoch noch Er- 
fahrungen dariiber gesammelt werden, ob so hoch molekulare 
Polypeptide bei den ganzen Prozeduren, die erforderlich sind, 
um das ganze Gemisch aufzuarbeiten, nicht an und fiir sich 
eine Spaltung erleiden. Nach allen vorliegenden Erfahrungen 
ist das nicht der Fall. 





1) Emil Abderhalden u. Andor Fodor, Chem. Ber. Bd. 49, 
S. 561 (1916). 




















Zur Kenntnis der Oxydo-Reduktase (Dehydrogenase) 
der Hefen. II. 


Von 


Hans v. Euler und Ragnar Nilsson. 





(Aus dem biochemisechen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, November 1925.) 








Unsere Studien iiber die biologischen Oxydo-Reduktions- 
systeme!) haben wir zuniichst auf den nicht enzymatischen 
Biokatalysator desselben, das Co-Enzym der Oxydo-Reduktase, 
konzentriert, welches wir vorliufig als Co-Reduktase bezeichnet 
haben. 


In dieser Bezeichnung liegt die einstweilen noch unbewiesene An- 
nahme, daB dieser Stoff in Ahnlicher Weise (stéchiometrisch) an der 
Wirkung eines Enzyms beteiligt ist, wie die Co-Zymase oder das Co- 
Trypsin (die Enterokinase). Ungeklart ist in dieser Hinsicht besonders 
noch die Frage, wie vollstindig das entsprechende Enzym, die Dehydro- 
genase, unter den Begriff ,,Katalysator“ fallt. 

Es handelt sich hier um Vorarbeiten zur chemischen 
Reinigung der Co-Reduktase und zur quantitativen Charakteri- 


sierung seiner Wirksamkeit. 


Versuche. 


Methodik. Wir haben uns auch diesmal wieder eng an 
die Methylenblaumethodik von Thunberg und Ahlgren? 





1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 149, 8. 44 (1925). 

*) Vgl. die Arbeiten von Thunberg und seinen Mitarbeitern im 
Skand. Arch. Physiol. Bd. 383—46 (1916—1925; ferner Ahlgren, Akad. 
Abh. Lund 1925; Quastel u. Whetham, Biochemical. Jl. Bd. 18, 
S. 519 (1924). 


wie > 
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angeschlossen, und also in der gleichen Weise gearbeitet wie 
in unserer ersten Mitteilung angegeben ist. 

Bleibt man sich der wesentlichen Unterschiede bewuft, 
welche bei den Oxydo-Reduktionsvorgingen einerseits bei Ver- 
wendung von Sauerstoff, andererseits von Methylenblau als Oxy- 
dationsindicator bestehen’), und vermeidet es also, aus den mit 
Methylenblau gewonnenen Zahlen ohne weiteres auf die Atmungs- 
geschwindigkeit Schliisse zu ziehen, so kénnen gegen die weit- 
gehende Verwendung dieser in so vieler Hinsicht zweckmaBigen 
Methode keine ernstlichen Bedenken geltend gemacht werden. 

Alle Versuche sind bei 20° im Milchglasthermostaten aus- 
gefiihrt, und zwar haben wir bei diesen orientierenden Ver- 
suchen wieder die Zeit der vollstindigen Entfarbung bestimmt.’) 

Die Methylenblaulésung enthielt 0,5 ¢ Mb in 1 Liter 
Wasser. Bernsteinsiure wurde diesmal unseren Reaktions- 
mischungen nicht zugegeben, um die Stoffe, welche zunichst 
in der Hefe der Dehydrogenisation unterliegen, zur Wirkung 
kommen zu lassen; solange sehr geringe Mengen Mb angewandt 
werden, hat zugesetzte Bernsteinsiure wenig Kinfluf. 


Versuch 1. Reduktionswirkung eines Priparates von 
Biokatalysator Z. 


Biokatalysator Z haben Euler und Olof Swartz’) einen 
aus Hefe und aus Gerstenkeimlingen gewonnenen Stoff von 
hoher Temperatur- und Alkalistabilitit genannt, welcher von 
Co-Zymase sicher verschieden ist; er wurde in einer Unter- 
-suchung von Euler und Myrbiack‘) weiter charakterisiert. 

Aus dem Versuche geht hervor, daB das Z-Priparat die 
aus der Hefe weggewaschene Co-Reduktase ersetzen kann. Die 
Proben 7 und 8 zeigen, daB das Z-Priparat allein nicht 
Methylenblau zu reduzieren vermag. 





") Vgl. hierzu auch die Arbeiten von Meyerhof, Pfliigers Arch. 
Bd. 149, S. 250 (1913); Bd. 169, S. 87 (1917). 

*) Vgl. hierzu auch die Bemerkung von Ahlgren, a. a. Q., S. 16; 
ferner Widmark, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 41, S. 200 (1925). 

*) Euler u. O. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, 8. 146 (1924). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 141, 8. 297 (1924). 
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2g nicht ausgewaschene Trockenhefe H +15 ccm Wasser Hefensusp. 1 
2g ausgewaschene ” + 5cem ,, ‘er 2 


Als Phosphatpuffer diente eine Mischung von 75 ccm 4 °/,iger Lésung 
sek. Na-Phosphates und 25 cem 4°/,iger Lésung prim. K-Phosphates. 


Aciditét der Mischung py, = 6,9. 

















Zusammensetzung der Reaktionsmischung. | | : 

- Zu 1 cem Pufferlés. + 0,5 cem Methylenblau ee 
1 0,5 ecm Hefensusp. 1 8 Min., 30 Sek. 
2 desgl. 2 Min., 40 Sek. 
3 0,25 ccm Hefensusp. 2 + 0,25 ccm Wasser _ 16,5 Stunden 
4 desgl. 18,0 =» 

5 0,25 ccm Hefensusp. 2 + 0,25ecem Z-Priip. 30 Min. 

6 desgl. 36 

0,25 eem ——* = cem Wasser Rng bmp 

S* Entfirbung 








_ Das Z-Praparat war von Herrn K. Myrback dargestellt. 
Ein Kochsaft aus Hefe wurde mit Bleiacetat gefallt. Das 
Filtrat wurde von Blei durch H,S befreit uud danach 4 Stunden 
lang gekocht. Aus dem Versuche kann man also auch schlieBen, 
da8 Co-Reduktase bei 100° noch sehr stabil ist und daB Co- 
Reduktase nicht oder wenigstens nicht quantitativ durch Blei- 
acetat gefallt wird. Diese letzte Tatsache ist interessant, 
denn hierdurch wird Co-Reduktase von einer Reihe Sauren 
getrennt, die mit Blei unlésliche Salze bilden. Vielleicht 
hat man hier auch ein Mittel zur Reinigung der Co- 
Reduktase. Hieriiber soll bald eine eingehendere Unter- 
suchung gemacht werden. 


Versuch 2. Anorganische Aktivatoren im Z-Praparat. 


Um zu entscheiden, ob die Wirkung des Z-Praparates etwa 
auf anorganische Bestandteile zuriickzufiihren ist, wurde folgen- 
der Versuch gemacht. 

20 com Z-Praparat wurden pe und we gegliiht. 
Die Asche wurde in 20 com Wasser suspendiert. 


PAPEL MS Rech RIS ec reece cae Sea te dae oe ee 
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2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 ccm Wasser. Suspension. 
Puffer 300 ccm 4°/,ige sek. Phosphatlésung + 100 ccm 4°/,ige prim. 
Phosphatlésung. py = 6,6. 








Zusammensetzung der Reaktions- 

















Nr. rete Entfarbungszeit a tn 
Zu 1cem Pufferlésung + 0,5 ecm Raektion 
Methylenblau 
1 0,25 cem Susp., 0,25 cem H,O Entfirbungszeit 6,31 
2 desgl. etwa 20 Stdn. 6,23 
8 | 0,25 cem Susp., 0,25 cem Asche |} Entfirbungszeit 7,08 
4 desgl. etwa 15 Stdn. 7,05 


Der Glihriickstand scheint also keinen entschiedenen 
Einflu8 zu haben. Es steht allerdings noch die Méglichkeit 
offen, da8 im Z-Priparat anorganische Aktivatoren vorhanden 
sind, welche beim Gliihen in der Luft verindert werden, etwa 
Schwefel-Verbindungen. 


Versuch 3. Co-Reduktase aus Muskel. 


285 g Fleisch wurden 4 Stunden mit Wasser gekocht. Die 
Wassermenge wurde die ganze Zeit auf etwa 200 ccm gehalien. 
Das Filtrat wurde zu folgendem Versuch benutzt. 


2 g ausgewaschene Hefe H + 5 ccm Wasser. Suspension. 
Puffer- und Methylenblaulésungen wie im vorigen Versuche. — 20°. 








Zusammensetzung der Reaktions- 














mischungen. 
: Entfirb it 
- Zu 1cem Pufferlésung + 0,5 cem aria ate 
Methylenblau 
1 0,25 cem Susp., 0,25 ccm H,O Entfirbungszeit 
2 desgl. etwa 20 Stunden 
3 0,25 cem Susp., 0,25 com; Muskelsaft 70 Minuten 
4 desgl. 
2 | Nach 50 Stunden 
: ~~ com ee 0,25 eem H,O “ne tag > 


Entfirbung 


Der Muskelsaft beschleunigt also die Reduktion 
mit ausgewaschener Trockenhefe. 


In unserer friiheren 
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Mitteilung haben wir gezeigt, daS Hefewaschwasser die Reduk- 
tionswirkung der ausgewaschenen Muskel beschleunigt. 


Versuch 4. Abwesenheit von Co-Reduktase in verschiedenen 
Pflanzenteilen. 


Untersucht wurden in dieser Versuchsreihe Birnen, Kar- 
toffeln und Salatblatter, und zwar wurde das im September 
gewonnene frische pflanzliche Material gut zerkleinert, mit den 
unten angegebenen Wassermengen 4 Stunden lang gekocht. 


Lésung A: 315 g Birnen in 300 cem Wasser 
» 5B: 215g Kartoffeln ,, 185 ecm “ 
a 90 g Salatblitter ,, 60 ccm _,, 


Zu allen diesen Versuchen wurde als Puffer eine 0,3 m- 
Na,HPO,-Lésung verwendet, deren Aciditat p,, = 8,40 betrug.?) 


Die Hefensuspension enthielt 2 g ausgewaschene Trockenhefe 
+ 5cem Wasser. 


























——————— 
Zusammensetzung der Reaktions- 
mischungen. g 
oh Zu i1cem Pufferlésung + 0,5 ccm a 
Methylenblau 
1u. 2 0,25 cem Susp. + 0,25 cem Wasser Etwa 20 Stdn.; 
3 u. 4 0,25ceem ,, + 0,25 cem Lés. 1 keine deutlichen 
5 u. 6 0,25ecem , + 0,25cem ,, 2 Verschieden- 
1u 8 0,.25cem , + 0,25cem , $3 heiten 
9 u. 10 0,25 cem Lés.i1 + 0,25 com Wasser |, Nach 50 Stdn. 
11 u. 12 025cem , 2+ 0,25 ccm » keine merkliche 
13 u. 14 0,25cem , 3+ 0,25eem ,, Entfirkung 


Damit dirften wir sehr nahe an der optimalen Aciditat 
der Reduktionswirkung gearbeitet haben. Nach einer von 
G. Ahlgren zitierten Untersuchung von E. Essen-Mdller 
liegt das Optimum der Reduktionswirkung der Muskulatur von 





1) Essen-Méller, Skand. Arch. Physiol. Bd. 47 (1925); Ahlgren, 
Zar Kenntnis der tierischen Gewebsoxydation, Akad. Abh. Lund 1925; 
E. Ohlsson, Skand. Arch. Physiol. Bd. 41, 8S. 77 (1921); vgl. auch 
Kap. Il, Abschn. 6 in der ausgezeichneten Monographie yon Ahlgren. 
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Fréschen und Meerschweinchen bei p, = 8,3. HE. Ohlsson 
hatte fiir die Bernsteinsiureoxydation bei 38° das Optimum 8,7 
gefunden (p,, bei 18° gemessen), was etwas hoch erscheint. 


Versuch 5. Einflu8 von Formaldehyd. 


Hefensuspension. 2g ausgewaschene Trockenhefe (Unterhefe H) 
+ 5cem Wasser. Formaldehydlésung 0,08 n. 














Zusammensetzung der 
tionsmisch Entfarb it Pu 
Nr, Reaktionsmischung ungszei ck de 
Zu icem Pufferlés. + 0,5 com Stunden peti, 
Methylenbl. + 0,25 ccm Susp. 
1 0,25 eem Wasser 17,5 7,65 
2 desgl. . 20,0 7,61 
8 0,25 cem Formaldehyd Nach 40 Stdn. waren | 7,44 
4 : gs uit 7 die Proben noch stark a. 46 
8 gefarbt . 











Statt einer Beschleunigung tritt also hier eine nicht un- 
erhebliche Hemmung auf. Sie beruht vielleicht zum Teil auf 
der Bindung des Formaldehyds an das KiweiB der Hefezelle 
und einer mit dieser Formaldehyd-Denaturation zusammen- 
hangenden Verminderung der Permeabilitét fiir Methylenblau.") 


Versuch 6. Einflu8 von Acetaldehyd. 


Hefensuspension. 2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem Wasser. 








Zusammensetzung der 
Reaktionsmischung. 














Nr. Entfairbungszeit 
Zu 1cem Pufferlés. + 0,5 cem Ce alt meen 

Methylenbl. + 0,25 cem Susp. 
lu. 2 0,25 cem Wasser 20 Stdn., 25 Min. 





3 u. 4 0,25 com 0,08 n-Acetaldehydlésung 283 Stdn., 15 Min. 





*) Im Anschlu8 an diese Versuchsreihe wurde auch unter genau 
den gleichen Bedingungen der Einflu8 einer gesittigten Fumarsiure- 
lésung studiert. Auch hier wurde eine kleine Reaktionsverzégerung 
beobachtet, die sich aber vielleicht ganz auf die Abweichung vom 
Acidititsoptimum zuriickfiihren 148t, welche durch den Zusatz der 
Fumarsiure eingetreten ist. Sonst wiire nach den Ergebnissen von 
Quastel u. Whetham (a. a. 0.) anzunehmen, da8 die Fumarsiure als 
Reaktionsprodukt verzégert. : 





ro. | 


ig 


a eo --— iI 
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Die’ p,,-Werte lieBen sich wegen der Oxydation des Acet- 
aldehyds nicht ermitteln. Die kleine Hemmung kann vielleicht 
auf der p,-Verschiebung beruhen. 


‘Versuch 7. Einflu8 von Formaldehyd bzw. Acetaldehyd . 
bei Gegenwart von Co-Reduktasepraparat. 


Hefensusp. 2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem Wasser. 
Das Co-Reduktasepriparat war aus frischer Oberhefe R durch 4 stiindiges 
Kochen mit Wasser hergestellt. Wie auch die Entfarbungszeit zeigt, 
war die Co-Reduktaselésung nur schwach; sie wurde so gewablt, um 

Wirkungen der Aldehyde evtl. hevortreten zu lassen. Temp. 20°. 








Zusammensetzung d. Reaktions- 
misch. zu 1 cem Pufferlés. + 0,5 cem 








- Methylenblau + 0,25 ecm Susp. Fatehrbeagene 
+ 0,25 ecm Co-Redukt. 
lu. 2 0,25 com Wasser Nach 5 Stunden waren die 


Proben noch schwach ge- 


firbt, Nr. 3 u. 4 etwas stir- 
5u. 6 | 0,25 cem 0,08 n-Acetaldehydlés. ker als die tibrigen. 


3u. 4] 0,25 ccm 0,08 n-Formaldehydlis. 








Auch hier scheinen also weder Formaldehyd noch Acet- 
aldehyd eine beschleunigende Wirkung auszuiiben. 


Alle vorhergehenden Versuche waren mit Trockenhefe aus- 
gefiihrt; dieselben wurden jetzt durch einige entsprechende 
Versuche mit frischer Unterhefe H erginzt. 


Versuch 8. Frische Unterhefe und Acetaldehyd. 
Hefensusp. 2g frische Hefe H + 5 ccm Wasser. 20°. 











Zusammensetzung der Reaktions- 
Nr. | misch. zu 1 cem Pufferlés. +0,5cem Entfarbungszeit 
Methylenbl.+0,25 eem Hefensusp. 








iu. 2 0,25 com Wasser Nach etwa 7 Stunden waren 


die Proben sehr schwach ge- 
3u. 41] 0,25 cem 0,08 n-Acetaldehydlés. firbt; alle zeigten die gleiche 


5u.6 | 0,25 com 0,008 n-Acetaldehydlis. Farbstirke. 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLL 11 








162 Hans v. Euler und Ragnar Nilsson, 


Der Versuch zeigt, daB die Reduktionswirkung der frischen 
Hefe nicht groB ist. Eine entsprechende Menge nicht aus- 
gewaschener Trockenhefe wiirde etwa die Entfarbungszeit 
10 Minuten ergeben. 


Versuch 9. Einflu@ der Erwirmung der Hefe auf 40°. 


Hefensusp. 30 g frische Hefe + 30 cem Pufferlés. 
Bei den Versuchen Nr. 1—6 wurde die Hefensuspension (vor Zusatz der 
anderen Bestandteile der Reaktionsmischung) im Wasserbade 30 Minuten 
auf 40° erhitzt. 























Wiis Zusammensetzung der Reaktionsmisch. zu | Entfairbungszeit 
1 cem Hefensusp. + 0,5 cem Methylenbl. Minuten 
2 1 0,25 cem Wasser 8,5 
~ |, 3 desgl. 3,0 
ot * 0,25 cem 0,08 n-Acetaldehydlésung 3,5 
[ 4 desgl. 2,5 
E 5 0,25 cem 0,008 n-Acetaldehydlésung 2,0 
= 6 desgl. 3,0 
a,7 0,25 com Wasser 39,0 
& | 8 desgl. 84,0 
3 9 0,25 com 0,08 n-Acetaldehydlésung 49,5 
Aa 10 desgl. 47,5 
iC 11 0,25 cem 0,008 n-Acetaldehydlésung 44,5 
a” 12 desgl. 80,0 








Durch die vorhergehende Erwarmung der Hefe auf 40° 
tritt also eine sehr starke Erhéhung der Reaktionsgeschwindig- 
keit ein. Dagegen wird auch mit erhitzter Hefe keine Akti- 
vierung durch Acetaldehyd erreicht. 

Was den recht bemerkenswerten Erwarmungseffekt betrifft, so 
muB derselbe seiner Natur nach durch eine Reihe weiterer Versuchs- 
reihen aufgeklirt werden. Es ist méglich, daB es sich dabei um 
Aktivierungen handelt, welche den friiher an Katalase der Hefen 
und der Erythrocyten und an Phosphatese gefundenen analog ist.') 

Es ist aber auch méglich, daB eine Anderung der Permea- 
bilitét der auBeren Zellschicht der Hefenzellen die primaire 





1) Euler und Blix, Diese Zs. Bd. 105, 8, 88 (1919); Euler und 
Borgenstam, Biochem. Zs. Bd. 102, 8. 124 (1920); Euler u. Ohlsén, 
Biochem. Zs. Bd. 87, 8. 318 (1911). Siehe auch Euler, Chemie der En- 
zyme, 8. Aufi., I. Teil, S. 268 ff. 





































Zur Kenntnis der Oxydo-Reduktase (Dehydrogenase) der Hefen. Il. 168 


Ursache ist. Im wesentlichen wiirde es sich also um einen 
Effekt derselben Art handeln, wie ihn R. Fahraeus) ganz 
neuerdings zum Ausgangspunkt einer eingehenden Untersuchung 
itiber das Fieber gemacht hat. Nach der au8erordentlich frucht- 
baren Idee dieses Forschers bedeutet die kritische Fieber- 
temperatur den Anfang des Schmelzgebietes gewisser Lipoide, 
besonders von Sterinestern. Die weiteren Forschungen von 
Fahraeus werden zeigen, ob nicht die in ahnlicher Hohe 
liegenden kritischen Temperaturgrenzen der Hefen und ver- 
wandter Mikroorganismen sich auf eine ahnliche Diskontinuitat 
des Aggregatzustandes von Sterinestern zuriickfihren lassen. 


Anhang: Reduktion von Nitraten zu Nitriten. 


Durch Bach, Dixon und Thurlow, sowie durch Sbarsky 
und Michlin ist die Reduktion der Nitrate zu Nitriten als 
Wirkung reduzierender Enzyme in Betracht gezogen worden, 
insbesondere gehért nach den genannten Forschern die Nitrat- 
reduktion zum Wirkungsbereich des Schardingerenzyms. 

Ohne auf eine Diskussion der bei der Schardingerreaktion 
wirksamen Stoffe niher einzugehen, wollen wir hier nur einen 
Versuch mitteilen, welcher sich auf das Verhalten des im vor- 
hergehenden studierten Oxydoreduktionssystems zu Methylen- 
blau—Formaldehyd bezieht. 

A. 

Zu einer Suspension von 10 g Trockenhefe H in 25 com Wasser 
wurden 50 ccm einer (etwa 1 normalen) NaNO,-Lésung gesetzt. Von Zeit 
gu Zeit wurden Proben entnommen; dieselben wurden zentrifugiert, und 
je 2cem der Lésung wurden mit 5 ccm Jodlésung (etwa 0,1 n.) vermischt 
danach wurde mit Natriumthiosulfat titriert, am Schlu8 der Titration 
wurde Stirkelésung zugesetzt. 


Eine Nullprobe mit 5 cem Jodlésung + 2 com Wasser ergab einen 
Thiosulfatverbrauch von 4,6 cem (Mittelwert). 


Zimmertemperatur 19°. Aciditét py = 5,24. 

Reaktionsdauer in Minuten. . 1,5 10,5 17,5 78,0 162,0 
Thiosulfatverbrauch in com. . 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4. 
Kine direkte Nitratreduktion trat also unter den vor- 


liegenden Bedingungen (Temp. 20°) nicht ein. 





1) R. Fahraeus, Vortrag Nord. Kongre® f. inre Medicin. Aug. 1925. 
as 
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B. 


Als Puffer wurde eine Mischung von 10 cem sek. Phosphat und 
105 ccm prim, Phosphat (je 4°/, ige Lésungen) verwendet. Aciditét der 
Mischung py = 4,98. | 

Jodlésung und Nitratlésung wie in Versuch A. Acetaldehydlésung 
2 °/, ig. 

Es wurde wie oben verfahren; nach dem Zentrifugieren wurde 
filtriert. 

Die Reaktionsmischung war also: 40 g Trockenhefe H + 100 ccm 
Pufferlésung + 200 com NaNO,-Lésung + 100 cem Acetaldehyd. 

Zu jeder Probe 5 cem Jodlésung + 50 com Reaktionslésung + 1 ccm 
Stirkelésung. 


Zimmertemperatur 19°. Aciditit der Reaktionsmischung py = 4,56. 
Reaktionsdauer in Minuten 0 27 55 £110 Nullprobe 
Thiosulfatverbrauch in com 2,5 2,4 2,5 2,4 4,5. 

Die hier gewahlte Temperatur liegt ja weit unter der- 
jenigen, bei welcher im allgemeinen die Schardingerreaktion 
gemessen wird"); bei Zimmertemperatur la8t sich die Reaktion 
mit der Methylenblau-Entfarbung nicht vergleichen. Es steht 
dies iibrigens durchaus nicht in Widerspruch zu friiheren Be- 
funden iber Nitratreduktion, welche ja im allgemeinen AuBerst 
kleine Effekte betreffen; so handelt es sich z. B. bei den Ver- 
suchen von Sbarsky und Michlin bei den von diesen Forschern 
gewahlten Bedingungen um die Bildung von rund 0,05 mg N,0,. 

Immerhin ist natiirlich die Nitratreduktion durch bio- 
logische Oxydo-Reduktionssysteme von groBem Interesse. Die, 
wenn auch in minimalen Konzentrationen, entstehende, salpetrige 
Saiure diirfte, wenigstens in héheren Pflanzen und in Mikro- 
organismen in mancher bisher itibersehenen Richtung eine 
Rolle spielen. Besonders bleibt unseres Erachtens die Kin- 
wirkung der durch Reduktion von Nitraten gebildeten salpetrigen 
Saiure auf die Aminogruppen der Proteine und ihrer Spalt- 
produkte zu beachten, nachdem die frither vielfach angenommene 
Mitwirkung von hydrolysierenden Desamidasen nunmehr sehr 
zweifelhaft sein diirfte. 





1) Siehe hierzu Sbarsky u. Michlin, Biochem. Zs. Bd. 155, 8. 491 
(1925). 
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Erganzung zu der Mitteilung ,,Zur Erkenntnis der 
Biokatalysatoren des Kohlehydratumsatzes.* ITI. 
Von Hans v. Euler und Karl Myrback.’) 


Von 


Emil Abderhalden. 





(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1925.) 








Euler und Myrback erwihnen auf Seite 5 meinen Befund, wonach 
Insulin das Girungsvermégen von Hefezellen steigert. Sie zitieren leider 
nur den ersten Teil des von mir gefundenen Ergebnisses. Obwohl in 
den erschienenen Referaten iiber die von Euler und Myrbiack an- 
gezogene Arbeit klar zum Ausdruck kommt, wie der betreffende Befund 
von mir gedeutet worden ist, fiirchte ich, daB das von Euler und Myr- 
bick nur teilweise wiedergegebene Zitat zu MiBverstindnissen Anla8 
geben kann. Der betreffende Passus lautet: ,,Das Ergebnis der zahl- 
reichen Versuche ist das folgende: Insulin beschleunigt in der 
Regel die alkoholische Girung, jedoch bleibt die Wirkung hinter 
der von aus Hefe isolierten Produkten (Autolysaten und aus diesen her- 
gestellten, gereinigten Substanzen) zuriick.“‘ Hierzu ist zu bemerken, 
daB die Versuche bei verschiedenen Reaktionen durchgefiihrt wurden. 
Ferner ist angegeben: ,,So lange das Insulin als ein Gemisch mehrerer 
Substanzen betrachtet werden muB, ist es unméglich anzugeben, ob jene 
Komponente, die zur Hypoglukoplasmie und den anschlieBenden Sym- 
ptomen fiihrt, Einflu8 auf die alkoholische Girung hat; erhilt man doch 
auch z. B. mit Aminosiuren und vor allem Aminen (Histamin, Tyramin) 
eine Beschleunigung der alkoholischen Girung. Vereinzelt wurde be- 
obachtet, da8 Insulinpriparate diese stark hemmten und zugleich im Tier- 
versuch sich als sehr wirkam erwiesen.“ 

Ich habedieVersuche mit der angewandten, von der Hochschulbrauerei 
in Berlin seit Jahren bezogenen untergirigen Hefe Nr. 1103 wiederholt 
und zwar mit einem neuen Insulinpriparat der Firma Kahlbaum, Berlin. 
Wieder lie8 sich eine Beschleunigung der Vergirung von Traubenzucker 
feststellen, Sie war geringfiigig, jedoch ganz einwandfrei vorhanden. 
Die angewandte Lichthebelwage 148t keinen Irrtum zu. Auch waren 
die Bedingungen im Kontrollversuch und im eigentlichen Versuch genau 
dieselben. Beschleunigung fand sich wiederholt nur in den ersten 2 
bis 9 Stunden. Es setzte dann in vielen Fallen eine Hemmung ein, so 
daB im Endresultat im Kontrollyersuch wiederholt etwa gleich viel oder 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 1 (1925). 
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auch mehr Kohlensiure gebildet war als im Insulinversuch. Die bei 
Anwendung verschiedener Insulinpriiparate zu Tage tretende, verschiedene 
BeeinfluBung der alkoholischen Girung bestitigt meine Vermutung, da8 
offenbar nicht das im Tierversuch wirksame Prinzip als beschleunigendes 
Agens bei der alkoholischen Giirung in Frage kommt. Bei Verwendung 
einer zu Backzwecken in Halle in den Handel gebrachten Hefe blieb der 
Einfiu8 des Insulins auf die alkoholische Girung entweder giinzlich aus, 
oder es zeigte sich eine Hemmung. Zweck der vorliegenden Mitteilung ist 
der, den Eindruck, den das Zitat von Euler und Myrbick erwecken 
muB, als hitte ich dem Insulin selbst, d. h. dem in ihm enthaltenen, 
im Kohlehydratstoffwechsel des tierischen Organismus wirksamen Prin- 
zip, eine beschleunigende Wirkung auf die alkoholische Girung zuerkannt, 
auszuschalten. Es geht tibrigens auch aus der ganzen Erérterung der 
Fragestellung, von der ich ausgegangen bin, klar hervor, welche Anforde- 
rung ich an die Identifizierung des wirksamen Prinzips im Insulin beim 
Tierversuch und als Aktivator der Hefegirung gestellt habe. Es sei auf 
den Passus: ,,Hiitte sich ergeben, daS Hefeausziige und Insulin quanti- 
tativ gleiche Wirkungen entfalten, dann wire das ein Anhaltspunkt fiir 
weitere Studien tiber die Qualitit des Einflusses auf den Girungsvorgang 
gewesen.“ Der Befund, daB Insulin die alkoholische Gairung im besten 
Falle im Vergleiche zu Hefestoffen nur geringfiigig beschleunigt, lief 
mich von weiteren Forschungen in der erwihnten Richtung absehen, 
eben weil ich aus den erhaltenen Ergebnissen den SchluB zog, daB Begleit- 
stoffe des Insulins sehr wohl die beobachteten Erscheinungen erkliren 
kénnen. Ich verweise in dieser Beziehung auf meine kurze Mitteilung’), 
aus der hervorgeht, da8 die mir zur Verfiigung gestellten Insulinpriparate 
nach ihrem ganzen chemischen Verhalten sich als nicht einheitlich erwiesen. 
Ich habe itibrigens in der erwihnten Arbeit ebenfalls ausdriicklich her- 
vorgehoben, da8 Insulinpriiparate verschiedener Herkunft auffallend groBe 
Unterschiede im Stickstoffgehalt zeigen kénnen. 

Nachtrag: Insulin Kahlbaum, solches der Firma Chemosan und 
der Firma Gans im Tierversuch ausgeprobt und mit dem Einflu8 auf die 
Girwirkung verglichen, ergab kein Parallelgehen; im Gegenteil erwiesen 
sich im Tierversuch wirksamere Priparate im Hefeversuch als weniger 
einfluBreich als Priparate, die im ersteren Versuch eine geringere Wirkung 
zeigten. SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, da8 die Insulinpriparate 
alle ohne jeden Zusatz von Desinfizientien zur Verwendung kamen. 
Es ist wohl méglich, da8', obwohl sie sofort nach erfolgtem Bezug zur 
Verwendung kamen, Veriinderungen eingetreten sind. Seitdem wirk- 
sames Insulin in fester Substanz und haltbarer Form erhiltlich ist, sind 
die Ergebnisse der Hefeversuche in quantitativer Hinsicht einheitlicher 
und zwar geringfiigiger als seiner Zeit gefunden. 





1) Diese Zs. Bd..141. 8. 309. (1924). 
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Uber Phosphorsdureabspaltung 
nach ermiidender Arbeit von Froschmuskeln. 
Von 


Gustav Embden und Herbert Hentschel. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Oktober 19265.) 
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In einer Reihe friher verdffentlichter Untersuchungen’) 
konnte der Nachweis einer Substanz erbracht werden, die auf 
fermentativem Wege unter Bildung von Milchsiure und Phosphor. 
siure zerfallt und die jedenfalls nahe verwandt ist mit der 
bei der Hefegirung unter bestimmten Versuchsbedingungen 
auftretenden Hexosediphosphorsaure. 

Die Tatsache, daB sich in der Muskulatur ein K6rper 
findet, aus dem mit gréBter Leichtigkeit Milchsiure und 
Phosphorsaure entsteht, lie® von vornherein daran denken, daB 
bei der Muskeltitigkeit neben Milchsiure auch Phosphorsiure 
frei wird.’) 

Hine experimentelle Priifung dieser Frage wurde in neuerer 
Zeit*) an der Muskulatur von Fréschen von Parnas und 





1) G. Embden, F. Kalberlah u. H. Engel, Biochem. Zs. Bd, 45, 
S. 45 (1912); G. Embden u. F. Laquer, Diese Zs. Bd. 98, 8. 94 (1914); 
Bd. 98, S. 181 (1916); Bd. 118, S. 1 (1921); G. Embden u. Margarete 
Zimmermann, Diese Zs. Bd. 141, S. 225 (1924). 

2) Schon friiher war tibrigens der Gedanke, daB an der Siuerung 
der Muskulatur bei der Tiatigkeit auch Phosphorsiure beteiligt ist, wieder- 
| holt ausgesprochen worden. . 

8) Uber altere Untersuchungen siehe: G. Embden, E. Schmitz u. 

 P. Meincke, Diese Zs. Bd, 118, 8.10 (1921); G. Embden, ,, Chemismus der 

Muskelkontraktion“ im Handbuch der normalen und pathologischen Physio- 

logie, Bd. 8, S. 881 (Berlin 1925). cgi 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLI. 12 
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Wagner’), und gleichzeitig im hiesigen Institut von Laquer?) 
vorgenommen. Beide Untersuchungen fiihrten zu negativen Er- 
gebnissen, d. h. es fand sich nach erschépfender Reizung von 
Froschschenkeln keinerlei Anstieg der anorganischen Phosphor- 
siure. Laquer erhielt einen solchen Anstieg nur unter den 
Bedingungen der Warmestarre, wihrend Parnas und Wagner 
auch hier keinerlei Phosphorsiurevermehrung feststellen konnten. 

Im Gegensatz zu diesen an Froschschenkeln gewonnenen 
Ergebnissen konnten Embden, Schmitz und Meincke’) nach 
erschépfender Arbeit sowie nach Strychninkriampfen am Kanin- 
chen einen stark vermehrten Gehalt der Muskulatur an an- 
organischer Phosphorsiure feststellen, und auch an Hunden 
wurde, wenigstens nach Strychninkrampfen, der gleiche Befund 
erhoben. Weitere im AnschluB daran von F. Cohn‘) vor- 
genommene Versuche zeigten, dab beim Kaninchen der Anstieg 
der Phosphorsiure auf die iitberwiegend vorhandene und leichter 
ermiidbare weiBe Muskulatur beschrankt ist. 

Gerade durch die eben genannten Versuchsergebnisse am 
Saugetier wurden wir in unserer Anschauung bestirkt, daB auch 
bei der Tatigkeit des Froschmuskels der charakteristische Zer- 
fall der von uns als Lactacidogen bezeichneten kohlenhydrat- 
phosphorsaureartigen Substanz in Milchsiure und Phosphorsiure 
eintritt, daB aber hier ,,die auftretende freie Phosphorsiure 
in demselben MaBe, wie sie sich bildet, durch Synthese 
mit neuem Kohlenhydrat zu Lactacidogen regeneriert“®) wird. 

Der unmittelbare Beweis fir die Richtigkeit dieser An- 
schauung konnte in einer weiteren Untersuchung von Embden 
und Lawaczeck®) erbracht werden, in der gezeigt wurde, daB bei 
méglichst rascher Unterbrechung der chemischen Vorginge durch 





J. Parnas u. R. Wagner, Biochem. Zs. Bd. 61, 8. 387 (1914). 

*) F. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, S. 60 (1914). 

3) G@. Embden, E. Schmitz u. P. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 10 (1921). 

*) F. Cohn, Diese Zs. Bd. 113, 8. 253 (1921). 

5) G. Embden, E. Schmitz u. P. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 65 (1921). | 

6) G@. Embden u. H. Lawaczeck, Festschrift fir Franz Hof- 
meister, Biochem. Zs. Bd, 127, S. 181 (1922). 
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Versenken des Muskels in fliissige Luft zu einem Zeitpunkt, der . 
dem Kontraktionsmoment zum mindesten sehr nahe liegt, eine 
starke Abspaltung anorganischer Phosphorsiaure erfolgt, die als- 
bald wieder, bei tetanischer Kontraktion noch wahrend des Fort- 
bestehens des Tetanus, unter Wiederaufbau des Lactacidogens 
rickgingig gemacht wird. 

Die oben erwahnten Untersuchungen von Parnas und 
Wagner und auch von Laquer an Froschschenkeln wurden 
an der Hand einer chemischen Methodik vorgenommen, deren 
Genauigkeitsgrad hinter der neuerlich im hiesigen Institut ver- 
wandten gravimetrischen Mikrobestimmung der anorganischen 
Phosphorsiure als Strychninphosphormolybdat zuricksteht.+) 
Die fiir die Bestimmungen nach der Aalteren Methodik nétigen 
Muskelmengen waren recht groBe, so da mehrere ganze 
Froschschenkel verwandt werden muBten, deren Reizung bei 
der angewandten Methodik méglicherweise nicht in allen Muskeln 
zu hochgradiger Ermiidung gefthrt hatte; geringe Phosphor- 
siurezunahmen in einzelnen Muskeln konnten infolgedessen der 
Beobachtung entgangen sein. 

Wir haben deshalb mit wesentlich verbesserter Methodik 
die Frage, ob in der Froschmuskulatur nach linger andauern- 
der Titigkeit eine andauernde, d. h. nach Ablauf des Kontrak- 
tionsvorganges nachweisbare Phosphorsiureabspaltung eintritt, 
einer erneuten Priifung unterzogen. DaB diese Versuche zu 
durchaus positiven Ergebnissen fihrten, wurde bereits kurz 
veréffentlicht.?) 

Methodisches. 

Die Versuche wurden zu verschiedenen Jahreszeiten an 
Temporarien und an Eskulenten ausgefiihrt. Z. 'T. wurden sie 
an frisch praparierten einzelnen Froschmuskeln (Gastrocnemien 
und Semimembranosen) vorgenommen, z. T. geschah die Reizung 





1) G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 188 (1921). 
*) G. Embden, Klin. Wochenschr. 3. Jahrg., Nr. 31, S. 1898 (1924); 
G. Embden u. H. Hentschel, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 345 (1925); 
H. Hentschel, Klin. Wochensehr. 4. Jahrg., Nr. 38, S. 1619 (1925); siehe 
auch G. Embden, ,,Chemismus der Muskelkontraktion“, Handbuch der 
normalen und pathologischen Physiologie, Bd. 8, S. 882 (Berlin 1925). 
12* 
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an ganzen Froschschenkeln, wobei immer nur die Gastrocnemien, 


fi aren starke Tatigkeit waihrend der ganzen Dauer der 
Rewusg gesorgt worden war, zur chemischen Verarbeitung ge- 
langten. Auf die genauere Schilderung der Versuchsanordnung 
bei der Reizung soll erst gelegentlich der Beschreibung der 
Hinzelversuche eingegangen werden. 

Die chemische Verarbeitung geschah in der Art, daB die 
zu untersuchenden Ruhe- und Arbeitsmuskeln, z. B. der rechte 
und linke Gastrocnemius eines Frosches, nach AbschluB des 
Versuches mit gréBter Beschleunigung auf einer von unten mit 
Eis gekiihlten Glasplatte mit der Schere zerkleinert und der 
Muskelbrei unmittelbar danach in mit Schliffdeckel versehene 
hohe Wageglischen versenkt wurde, die mit genau 6 ccm 
4°/,iger Salzsiure gefillt waren. Hierbei wurde dafiir ge- 
sorgt, daB die Salzsiure jedes einzelne Muskelteilchen so 
rasch wie méglich durchtrinkte. Die weitere Verarbeitung (ge- 
naue Bestimmung des verwandten Muskelgewichtes durch eine 
zweite analytische Wagung der vorgewogenen Glischen, Voll- 
endung der EKiweiBfallung nach Schenck durch Hinzufiigen von 
6 ccm Wasser und der gleichen Menge 5°/, iger Quecksilber- 
chloridlésung) geschah ebenso wie die daran am nichsten Tage 
sich anschlieBende gravimetrische Bestimmung der freien 
Phosphorsiure ganz in der friher éfters geschilderten Weise.*) 


Versuchsergebnisse. 


Davon, daB der linke und rechte Gastrocnemius bzw. 
Semimembranosus ein und desselben Frosches bei sofortiger 
gleichartiger Verarbeitung gleichen Phosphorsiuregehalt, d. h. 
keine wesentlich gréBere Differenzen als 1°/, aufweisen, haben 
sich bereits Embden und Lawaczeck in einer oben erwahnten 
Arbeit tiberzeugt. Aus der untenstehenden Tabelle | geht her- 
vor, da8 auch nach linger andauernder gleichartiger Reizung 
des linken und rechten Gatrocnemius eines Frosches keinerlei 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Unter- 
schiede in ihrem Phosphorsiuregehalt gefunden werden. 





 G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs, Bd. 127, S. 181 
(1919); E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, 8, 174 (1921). 
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Tabelle 1. 
o TTR Leta eae 8 9 | 10 | 11 
et. |281.8] » Gastro. |. 8+] Semimem- | 84° 
=| . ot , won 
Zi 8 low © 2 5 £ s r cnemius |<oS-<] branosus sat 
| 3 |oS|a2|28| 3/3 398 228 
$1 5 | e2ieeie& 8/8 ae C 
S | Fa eel/28l S| 3] se | se | ayel ee | se less 
é g : ih C = pe | reizt | reizt | S& ~|hang.| hang. 85, es 
on © 
at ig Tage} °C |Min. a b [SHE] a b |pms 
1924 
i |5.X./E.g} 48 | 15,0] 15 |825]0,229/ 0,227] 0 |0,234| 0,238] 0 
2 |5.X.1E. 9] 48 | 15,0] 15 | 825]/0,269/ 0,270] 0 |0,291; 0,293] 0 









































Die Muskeln waren, ebenso wie in allen folgenden Ver- 
suchen an Platinelektroden befestigt, deren oberes Ende mit 
einem Schreibhebel versehen war, der zur Belastung des Gastro- 
cnemius mit 25 g, des Semimembranosus mit *5/, g diente. 
Sie waren in Kopyloffsche GefaBe versenkt, deren Mantel 
mit lLeitungswasser durchstrémt wurde, dessen Temperatur 
sich dem Innenraum des GefaBes bald mitteilte. GréBere Diffe- 
renzen als 4/,—-1° C zwischen diesem und dem Kihlmantel 
waren bestimmt nicht vorhanden. In den spiteren Versuchen 
wurde daher in der Regel nur die Temperatur des Leitungs- 
wassers wihrend der Durchstrémung des Mantels festgestellt. Auf 
dem Boden der GefiBe befanden sich einige ccm Ringerlésung, 
die die untere Elektrode nicht benetzten. Die obere Offnung 
war durch dauernd feucht gehaltenes Filtrierpapier verschlossen, 
so dab, wie in besonders angestellten Versuchen festgestellt 
wurde, auch wihrend lingerer Versuchszeiten nur eine ganz 
geringfigige Gewichtsabnahme der Muskeln eintrat. Die 
SchlieBungsschlage waren bis auf die Versuche 18—21 ab- 
geblendet. Die Reizung erfolgte, wie in allen iibrigen Ver- 
suchen dieser Arbeit, mit 55 Einzelinduktionsschligen in der 
Minute. Die Reizstirke war so gewahlt, daB maximale Kon- 
traktionen eintraten, bei sichtbar werdender Ermiidung wurde 
der Rollenabstand vorsichtig verringert. Die eben geschilderte 
Versuchsanordnung war iiberall, falls nicht besondere, bei den 
einzelnen Versuchen zu schiidernde Abanderungen vorgenommen 
wurden, die gleiche. 
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Aus der mit 1 bezeichneten Vertikalreihe der Tab. 1 
und auch der nachfolgenden geht die Art und das Geschlecht 
der verwandten Friésche hervor, E. und T. bedeuten Esculenta 
und Temporaria. In den Vertikalreihen 2—5 sind jeweils Ge- 
fangenschaftsdauer, Versuchstemperatur, Reizdauer und Reiz- 
zahl angegeben. Es wurden in der vorliegenden Arbeit 
Gastrocnemien und Semimembranosen bis zu 0,5 g bzw. 0,4 g 
herab verwendet. Auch mit noch geringeren Muskelmengen 
lassen sich iibrigens ausreichend genaue Werte erzielen. 

Aus den Vertikalreihen 6 und 7 der Tab. 1 geht hervor, 
daB in beiden Versuchen nach 15 Minuten langer Reizung 
(nach 825 Reizen) sich die beiderseitigen Gastrocnemien in 
ihrem als H,PO, berechneten Phosphorsauregehalt nicht von- 
einander unterscheiden, d. h. die gefundenen Differenzen lagen 
unter 1°/, des héheren Wertes. Auch im folgenden werden 
Unterschiede unter 1°/, bei der Berechnung unberiicksichtigt 
bleiben. 

Im ersten Versuch enthielt Gastrocnemius a nach der 
Reizung 0,229°/,, Gastrocnemius b 0,227°/,. Im zweiten Versuch 
waren die entsprechenden Zahlen 0,269°/, und 0,270°/, H,PO,. 

In den Vertikalreihen 9 und 10 sind die Phosphorsiurewerte 
fir die Semimembranosen der gleichen Frésche, die in un- 
gereiztem Zustande 15 Minuten in den KopyloffgefaiBen ge- 
hangen hatten, wiedergegeben. Die beiderseitigen Semimem- 
branosen des gleichen Frosches lieferten ebenfalls iiberein- 
stimmende Phosphorsiurewerte, die in beiden Versuchen héher 
sind als die in den gereizten Gastrocnemien gefundenen.) 

In Tabelle 2 ist das Ergebnis einer gréBeren Anzahl von 
Versuchen ‘niedergelegt, in denen jeweils der eine der beiden 
Gastrocnemien und Semimembranosen gereizt wurde, Der andere 
wurde — an gleichartigen Elektroden aufgehangt, ebenfalls in 





1) Die Semimenbranosen enthalten, wie bereits H. Behrendt [Diese 
Zs. Bd. 118, S, 180 (1922)] festgestellt hat und seitdem immer wieder 
bestitigt wurde, im Ruhezustande regelmi8ig mehr anorganische Phosphor- 
siure als die Gastrocnemien. Daf dieser Unterschied nach 15 Minuten 
langer Einzelreizung der Gastrocnemien nicht ausgeglichen war (Tab. 1), 
ist ungewoéhnlich. | 





Tabelle 2. 
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ein Kopyloffsches Gefi8 versenkt und gleich stark wie der 
Arbeitsmuskel belastet — im ungereizten Zustande bis zum 
Abschlu8 der Reizung des Parallelmuskels aufbewahrt, um zur 
selben Zeit wie der Arbeitsmuskel zerkleinert und in Salzsaure 
versenkt zu werden. Die simtlichen Gastrocnemien waren mit 
25 g belastet, die Semimembranosen nur mit *5/, g. 

Die 19 Versuche der Tab. 2 sind nach der Reizdauer ge- 
ordnet. In den ersten 3 Versuchen betrug diese nur 5 Minuten, 
entsprechend 275 maximal wirksamen Einzelreizen. 

In den Vertikalreihen 6 und 7 sind die Ruhe- und Arbeits- 
werte fiir die Gastrocnemien, in den Reihen 9 und 10 die ent- 
sprechenden Zahlen fir die Semimembranosen in Prozenten der 
Muskulatur angegeben. In Versuch 3 stimmen die an Ruhe- 
und an Arbeitsgastrocnemien gefundenen Werte (0,324°/,) genau 
miteinander tiberein. Der Arbeitssemimembranosus (0,329 °/,) 
weist gegentiber dem Ruhesemimembranosus (0,333°/,) einen kaum 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegenen Minder- 
gehalt auf. In Versuch 4, der in genau gleicher Weise, aber an einer 
Esculenta anderer Sendung angestellt wurde, zeigt der Arbeits- 
gastrocnemius eine deutliche (1,8°/,) und der Arbeitssemimem- 
branosus eine recht betrichtliche (5,9 °/,) Phosphorsiurezunahme. 
Auch in Versuch 5 wurde nur 5 Minuten lang gereizt. Hier 
fihrt die Tatigkeit nur am Semimembranosus zu einer Steige- 
rung des Phosphorsauregehaltes (2,1°/,). Wir sehen also, da8 
unter den eben geschilderten Versuchsbedingungen 275 maximal 
wirksame Einzelreize, die innerhalb eines Zeitraumes von 
5 Minuten den Muskel trafen, zwar nicht mit RegelmaBigkeit zu 
einer den Kontraktionszustand iiberdauernden Vermehrung der 
Phosphorsiure fihrten, daB aber eine solche Vermehrung bei 
3 von den 6 Versuchen zur Beobachtung gelangte. 

Wurden unter EKinhaltung im ibrigen méglichst gleich- 
artiger Versuchsbedingungen Reizdauer und -zahl verdoppelt 
(Versuche 6—8), so zeigte ausnahmslos der Arbeitsmuskel einen 
betrachtlich héheren Phosphorsiéurewert als der Ruhemuskel, 
wobei die Phosphorsiurezunahme zwischen 4,7°/, und 8,3°/, ge- 
legen war. Mit weiter zunehmender Reizdauer nimmt im groben 
und ganzen die Phosphorsaiureabspaltung zu, ohne daB etwa. 
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ein strenger Parallelismus zwischen Reizzahl und GréBe der 
Phosphorsaureabspaltung erkennbar wire. Die prozentisch 
gréBte Phosphorsaiurezunahme bei der Arbeit wurde im Gastro- 
cnemiusversuch 17 beobachtet, in welchem der Phosphorsaure- 
gehalt von 0,261°/, auf 0,348°/, (um 31,4°/,) angestiegen war, 
wahrend im gleichzeitig vorgenommenen Semimembranosus- 
versuch die Arbeit zu einer Vermehrung des Phosphorsidure- 
gehaltes von 0,304°/, auf 0,361°/, (um 18,8°/,) gefiihrt hatte. 
Hier war die Reizung wihrend 65 Minuten fortgesetzt worden, 
wobei der Arbeitsmuskel von 3575 Offnungsinduktionsschligen 
getrofien wurde. Sowohl der Gastrocnemius wie der Semimem- 
branosus waren am Schlusse der Reizung hochgradig ermiidet, 
zeigten aber noch deutliche Zuckungen, deren Starke freilich 
nur am Gastrocnemius geniigte, um den Schreibhebel mitzu- 
bewegen. In den 4 letzten Versuchen (18—21) wurden die 
Muskeln bis zur volistindigen Unerregbarkeit bei Rollenabstand 
Null gereizt. Die SchlieBungsinduktionsschlage waren hier aus- 
nahmsweise nicht abgeblendet, etwa waihrend der zweiten Hialfte 
der Reizzeit aber unwirksam. Die Zahi der wirksamen Einzel- 
reize kann fiir diese Versuche nicht genau angegeben werden, 
betrug aber sicher iiberall mehr als 7000. 

Im ganzen geht also aus den soeben besprochenen Ver- 
suchen der ‘l'abelle 2 hervor, daB jede langere Zeit fortgesetzte 
Reizung isolierter Gastrocnemien und Semimembranosen mit 
55 Induktionsschlagen in der Minute unter den von uns ge- 
wahlten Versuchsbedingungen zu einer nach AbschluB der 
Reizungsperiode nachweisbaren Vermehrung der anorganischen 
Phosphorsaure fiihrt. 5 Minuten andauernde Reizung mit 275 
Schligen bewirkte diese Vermehrung nur in einem Teil der 
Versuche und meist nicht in betrachtlichem MaBe, wahrend die 
doppelte Reizzahl bereits regelmaBig zu bedeutender Phosphor- 
siureabspaltung fiihrte, und noch linger fortgesetzte, starke Er- 
miidung verursachende Tatigkeit meist so betrichtliche Phosphor- 
siurezunahme bewirkte, daB am Schlu8 des Versuches ein nicht 
unerheblicher Teil der gesamten Lactacidogenphosphorsiure ab- 
gespalten worden war. | 

Die bisher geschilderten Versuche wurden samtlich an 
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Tabelle 3. 
1 2 | 8 4 5 6 7 8 

5 ' oly 6 Gastro- r 
Z g os + eae ag s cnemius ga : 
S| & [38/28] 22.) 3 | Ree -—-————_| S85 
g 4 sa |2S|°8 | 3S | zabl | Ruhe- |Arbeits-| 9 o |; 
s R 22 |O'g PS] wert | wert cy 2 
>| pf | [tage] °C |Min.| a b a 

| 1924 

22; 21.XI. | T.¢] 16 | 18,0 | 68 | 8740 | 0,286 | 0,322 | 12,6 
23} 21.XI. | T.¢ | 16 | 18,0 | 68 | 3740 | 0,291 | 0,809 | 6,2 
24 | 21.X1. | T. | 16 | 18,0 | 68 | 3740 | 0,287 | 0,860 | 25,4 





























isolierten Muskeln vorgenommen. In der Tab. 3 sind 3 Ver- 
suche wiedergegeben, in denen die Reizung an ganzen Frosch- 
schenkeln erfolgte. Wir gingen hierbei derart vor, daB nach 
der Tétung der Frésche unter méglichster Vermeidung von 
Muskelreizung der eine Gastrocnemius sofort pripariert und 
verarbeitet wurde (besonders angestellte Versuche hatten ge- 
zeigt, daB die Aufbewahrung der Muskeln waihrend 1 Stunde 
za keiner merklichen Verinderung ihres Phosphorsiuregehaltes 
fiihrte). Nach Entnahme des Gastrocnemius wurde die Haut- 
wunde vernaht und der Froschschenkel nach Befestigung zweier 
Kupferfiden an der Haut beider Pfoten in einem groBen Erlen- 
meyerkolben an einem Kupferhaken aufgehangt, der an dem 
den Kolben verschlieBenden Korkstopfen befestigt war. Der 
Erlenmeyerkolben war als feuchte Kammer hergerichtet. Die 
an den beiden Pfoten befestigten Kupferfiden wurden — 
natiirlich unter Vermeidung gegenseitiger Beritthrung — neben 
dem Korkstopfen nach auBen gefiihrt und in den Sekundir- 
kreis des Induktoriums eingeschaltet. Die Reizung wurde in 
allen drei gleichzeitig vorgenommenen Versuchen bis zu hoch- 
gradiger Ermiidung fortgesetzt und am Schlusse nur der Gastro- 
cnemius, von dessen andauernder Tatigkeit wir uns durch den 
Anblick itiberzeugt hatten, verarbeitet. 

Man sieht aus einem Vergleich der Vertikalreihen 6 und 7, 
da8 iiberall eine betrichtliche Vermehrung des Phosphorsiure- 
gehaltes wihrend der Arbeitsperiode eingetreten ist, am starksten 
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in Versuch 24. Besonders angestellte Kontrollen ergaben, da8 
in derartigen Versuchen am ganzen Schenkel wihrend der 
Arbeit das Gewicht des Gastrocnemius durch Zunahme des 
Wassergehalts erheblich ansteigt, trotzdem (wohl infolge ungent- 
gender Wasserdampfsittigung innerhalb des Erlenmeyerkolbens), 
das Gesamtgewicht der Schenkel deutlich abnimmt. Die Ver- 
minderung der Trockensubstanz der Gastrocnemien bei der eben 
geschilderten Versuchsanordnung kann fiir die Versuche 22—24 
rechnerisch nicht beriicksichtigt werden, doch ist so viel sicher, 
daB in Wahrheit die Phosphorsiureabspaltung in den Arbeits- 
gastrocnemien noch gréBer war, als aus den Zahlenangaben 
der Tab. 3 hervorgeht. _ 

Das den Ergebnissen der alteren Versuche von Parnas 
und Wagner, sowie von Laquer widersprechende Resultat 
der bisher mitgeteilten Versuche kann also nicht daranf zuriick- 
gefiihrt werden, daB wir in der Mehrzahl der Versuche — im 
Gegensatz zu den genannten Autoren — die Reizung am iso- 
lierten Muskel vornahmen.’) 

Wie bereits oben erwahnt, wurde in samtlichen bisher 
besprochenen Versuchen am isolierten Muskel der Gastro- 
cnemius mit 25 g, der Semimembranosus mit **/, g belastet, 
und es erschien nunmehr notwendig, zu untersuchen, ob die 
GréBe der Belastung unter sonst gleichen Versuchsbedingungen 
den Umfang der Phosphorsiureabspaltung beeinfiuBt. 

In den Versuchen 25—28 (Tab. 4) wurden die beider- 
seitigen Gastrocnemien und Semimembranosen bei der gleichen 
Versuchstemperatur (15° C) jeweils mit 550 maximal wirk- 
samen Hinzelinduktionsschligen im gleichen meses gereizt, 
der eine der beiden Muskeln war hierbei wie gewdhnlich mit 
25 g, der andere dagegen mit */, dieses Gewichtes belastet. 
Ebenso wurde der eine Semimembranosus wie gewdhnlich mit 
%5/, g, der andere hingegen mit 25g belastet. Das Ergebnis 
ist in samtlichen 8 Versuchen im wesentlichen das gleiche: 





1) DaB auch am lebenden Frosch ermiidende Reizung des Gastro- 
cnemius zur Vermehrung der anorganischen Phosphorsiure fiihrt, geht 
aus einer kiirzlich von G. Embden und H. Jost veréffentlichten Arbeit 
hervor [Deutsch. med. Wochenschr., 51. Jahrg. Nr. 16, 8. 636 (1925)]. 
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Tabelle 4. 

live eeiaiet 6. tg Pee et win 
g 3 é Bal coun 2 
1G [a ieeteei et | tee iat 
tS S 13s Se 3 = cnemius ae branosus S 
s| 2 |S | &s a @ | E | Delastet mit |S Ff | belastet mit |. 2 
c1 & Pe 16 Fee eis F- Ss 
PhP fo ie “h@| 28 [Moo | “se| 6 |e. 
< |Tage| °C |Min. * 17 ft et 8 | 8 ts 

1924 
25119.IX.]T.c¢] 1 | 15,0] 10 | 550] 0,299 | 0,808] 3,0 | 0,835 | 0,347 | 3,5 
26/22.1X.]T.#] 4 | 15,0] 10 | 550] 0,868 | 0,875 | 3,3 | 0,872 | 0,899 | 7,3 
27} 22.IX.]T.g| 4 | 15,0] 10 | 550] 0,834 | 0,839 | 1,5 | 0,866 | 0,882 | 4,4 
28] 23.IX.]T. a] 5 | 15,0] 10 [550] 0,812 | 0,819 | 2,2 | 0,835 | 0,851 | 4,8 






































Der starker belastete Muskel zeigt bei gleichartiger Reizung 
schon nach 10 Minuten eine starkere Phosphorsiureabspaltung 
als der schwicher belastete. Uberall liegt der Mehrgehalt des 
starker belasteten Muskels an anorganischer Phosphorsiure 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. Die Steigerung der 
Phosphorsaureabspaltung durch die Mehrbelastung ist in allen 
Versuchen am Semimembranosus gréBer als am Gastrocnemius. 

Wir haben die Zuckungshéhen in den eben geschilderten 
Versuchen nicht aufgeschrieben und sind daher einstweilen 
nicht in der Lage, die Beziehungen der Phosphorsiureabspaltung 
zur Arbeitsleistung klarzulegen. Doch diirfte, da auch die 
stirker belasteten Muskeln, soweit es der einfache Anblick zu 
beurteilen gestattete, dauernd maximale Zuckungen ausfihrten, 
bei ihnen die Arbeitsleistung gréBer als bei den schwicher 
belasteten gewesen sein. Erginzende Versuche erscheinen hier 
als sehr wiinschenswert. 

Im wesentlichen das gleiche Verhalten wie bei Reizung 
mit Kinzelinduktionsschligen konnten wir auch bei faradischer 
Reizung nachweisen. Die Ergebnisse dieser Versuche gehen 
aus Tab.5 hervor. Die Muskeln wurden verschieden lange 
maximal tetanisch gereizt. In den Versuchen 29—35 wurde 
nur ein einziger Tetanus hervorgerufen, dessen Dauer 12 bis 
60 Sekunden betrug, in den weiteren Versuchen mehrere von 
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je 60 Sekunden Dauer, mit Ausnahme der Versuche 46—48, 
in denen wesentlich langer tetanisiert wurde. Wenn mehrfach 
tetanisiert wurde, waren zwischen die einzelnen Reizperioden 
jeweils Pausen von 60 Sekunden eingeschaltet. 

Die an den Gastrocnemien gewonnenen Ergebnisse sind 
aus den Vertikalreihen 5 und 6 ersichtlich. Man sieht, da8 
in den Versuchen 30, 33, 35 und 36, in denen nur kurze 
Zeit tetanisiert wurde, keine auBerhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmung gelegene Anderung des Phosphorsiuregehaltes 
festgestellt werden konnte. In Versuch 38, in welchem ebenso 
wie im Versuch 36 der Muskel 2 mal je 60 Sekunden faradisch 
gereizt wurde, ist eine dicht an der Fehlergrenze der Be- 
stimmung gelegene Zunahme des Phosphorsiuregehaltes er- 
kennbar. In allen tibrigen Versuchen ist sie entsprechend der 
éfters wiederholten Tetanisierung aufs deutlichste ausgesprochen, 
sie erreicht in Versuch 40 nach 3 maliger tetanischer Reizung 
von je 60 Sekunden Dauer 3,2 °/,, in Versuch 42 nach 4maliger 
Tetanisierung 11,6°/,, ein Wert, der auch nach wesentlich 
éfter wiederholter tetanischer Reizung (Versuche 46—48) nicht 
wesentlich itiberschritten wurde. Die an den Gastrocnemien bei 
tetanischer Reizung gewonnenen Ergebnisse entsprechen also 
vollig den bei Reizung mit EKinzelinduktionsschligen erhaltenen. 

Etwas verwickelter liegen die Verhiltnisse in den am 
Semimembranosus vorgenommenen Versuchen. Nach ganz 
kurzer Reizung (einmalige Tetanisierung, 12—20 Sekunden, Ver- 
such 29~—30) ist auch hier kein Unterschied im Phosphor- 
siuregehalt zwischen den gereizten und ungereizten Muskeln 
nachweisbar. Ubereinstimmend in samtlichen 5 Versuchen, in 
denen einmalige Reizung von 30—60 Sekunden erfolgte (Ver- 
suche 31—35), sowie in einem der 3 Versuche (Versuch 36), 
in denen die Semimembranosen 2 mal 60 Sekunden lang teta- 
nisiert wurden, zeigt der tetanisierte Muskel gegeniiber dem 
Ruhemuskel einen deutlichen, mehrfach sogar einen sehr 
betrichtlichen Mindergehalt an anorganischer Phosphor- 
siure, wie im einzelnen aus der Reihe 10 hervorgeht. Auch 
einer der beiden Versuche, in denen 8 mal je 60 Sekunden lang 
tetanisiert wurde, zeigt ein &bnliches Verhalten, waihrend 
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der andere (Versuch 40) ebenso wie Versuch 38, in dem nur 
2mal 60 Sekunden lang gereizt wurde, deutliche Vermeh- 
rung der Phosphorsiure wahrend des Tetanus erkennen laBt. 
Ubereinstimmend wurde der letztere Befund in samtlichen 
Versuchen erhoben, in denen die Semimembranosen mindestens 
4mal tetanisiert worden waren. Die geringste Phosphorsaure- 
zunahme wurde hierbei in Versuch 41 (3,2°/,), in dem die 
faradische Reizung 4 mal 60 Sekunden dauerte, die gréBte in 
Versuch 48, in dem 31 mal tetanisiert worden war (14,8 °/,), 
beobachtet. Man sieht also, daB bei den Semimembranosus- 
versuchen ganz kurze tetanische Reizungen den Phos- 
phorsiuregehalt nicht merklich anderten, etwas linger 
andauernde zu einer Verminderung und noch linger fort- 
gesetzte zu einer Vermehrung der freien Phosphorsaure 
fihrten. Es liegt gewiB sehr nahe, das voriibergehende Her- 
untergehen des Phosphorsiuregehaltes unter seinen anfanglich 
beobachteten Wert mit kiirzlich von Deuticke’) im hiesigen 
Institut erhobenen Befunden in Beziehung zu bringen. Deu- 
ticke konnte nimlich zeigen, daB zu den die Synthese der 
Muskelphosphorsiure mit Kohlenhydrat begiinstigenden Ionen 
auch das Milchsiureanion gehért und bringt den bei jeder 
Hinzelzuckung und auch wihrend der Fortdauer einer teta- 
nischen Reizung friher beobachteten Wiederaufbau der im 
Augenblick des Kontraktionsvorganges abgespaltenen Phosphor- 
siure*) gerade mit dem Auftreten des Milchsiureanions in Zu- 
sammenhang. Warum am Gastrocnemius die am Semimem- 
branosus so deutlich zutage tretende Phase des Absinkens der 
Phosphorsaiure nicht zur Beobachtung gelangte, entzieht sich 
einstweilen der Beurteilung.’) 

1) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924); vgl. auch 
G. Embden, ,,Chemismus der Muskelkontraktion“, Handb. der nor- 
malen u. pathol. Physiologie Bd. 8, 8. 423, Berlin 1925; Klin. Wochenschr., 


Ill. Jahrg., Nr. 31, S. 1393 (1924); H. J. Deuticke, Klin. Wochenschr., 


IV. Jahrg., Nr. 33, 8. 1619 (1925). 

2 G. Embden u. H. Lawaczeck, Festschrift f. Franz Hof- 
meister, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 (1922). 

*) Véllig ausgeschlossen ist es, da8 das Ergebnis der friiher von 
G.Embden u. H.Lawaczeck[Festschr. f. Franz Hofmeister, Biochem. 
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Tabelle 6. 

1 2 8 7, hte ye 8 
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: Jk 1 sp vo Gastrocnemius | § 

Versuchs- [| tS | 283/45 3 S. 
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Nr. | Datum sit : — 
Tage} °C | Min. | Min a b A 

1924 

49 | 15.XI. | T.9 | 10 | 20,0 | 101 | 60 | 0,298 | 0,815 | 5,7 
50 | 15.XI. | T.9 | 10 | 20,0 | 101 | 60 | 0,816 | 0,827 | 3,5 
51 | 15.XL. | T.g | 10 | 20,0 | 101 | 60 | 0,80: | 0,348 | 14,0 
52 | 18. XI. | T.9 |] 18 | 20,5 | 75 | 45 | 0,807 | 0,820 | 4,2 
53 | 18.XI. | T.9 | 13 | 205 | 75 | 45 | 0,298 | 0,318 | 5,0 
54 | 18. XI. T. gf | 18 20,5 75 45 0,290 | 0,828 | 18,1 
































Ebenso wie die Reizung mit Hinzelinduktionsschliagen 
wurde auch die tetanische Reizung in einigen Versuchen am 





Zs. Bd. 127. §.181 (1922)] verdffentlichten Versuche, in denen isolierte 
Froschmuskeln (Gastrocnemien und Semimembranosen) in einem Augen- 
blick, der dem des Kontraktionsvorganges zum mindesten sehr nahe lag, 
einen weit héheren Phosphorsiuregehalt aufwiesen, als tetanisch ermiidete, 
nicht, wie die eben genannten Autoren meinten, auf eine Vermehrung zu 
Beginn der Kontraktion, sondern nur auf eine Verminderung im Anschlu8 
an das Bestehen eines Kontraktionszustandes zuriickzufiihren ist; denn die 
genannten Autoren konnten zeigen, daB die Unterschiede um so stirker 
sind, je niher am Kontraktionsmoment die chemischen Vorgiinge des im 
unermiideten Zustande untersuchten Muskels durch fliissige Luft unter- 
brochen werden, unabhingig von der Dauer der Reizung der im er- 
miideten Zustand untersuchten. Es li8t sich freilich nicht ausschlieBen, 
da8 in diesen Versuchen neben der sicher im Kontraktionsmoment vor- 
handenen Vermehrung der Phosphorsiure auch ihre Verminderung durch 
lingere Reizung zum Ausdruck kam, wodurech die Phosphorsiurever- 
mehrung gréBer erscheinen muBte, als sie in Wahrheit war. Ebenso 
wahrscheinlich ist es andererseits, da8 in einem Teil der Versuche der 
eben genannten Autoren auch der ermiidete Muskel Phosphorsiure- 
vermehrung zeigte, wodurch die beobachteten Unterschiede zwischen 
den annihernd gleichzeitig mit dem Kontraktionsvorgange und dem 
nach ermiidender Reizung in fliissige Luft versenkten Muskel zu gering 
erscheinen muBten. © ; | 
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ganzen Schenkel vorgenommen, wobei die Versuchsanordnung 
bis auf die andere Art der Reizung genau die gleiche war, wie 
bei den oben 8.176, Tab. 3, beschriebenen Versuchen 22—24. 
Auch in den Versuchen 49-54 der Tab. 6 wurden nur die Gastro- 
cnemien, deren tetanische Kontraktionen am leichtesten fest- 
gestellt werden konnten, verarbeitet. Es wurde in einer der- 
jenigen von Laquer') méglichst ahnlichen Versuchsanordnung 
tetanisiert, wobei den Schenkeln nach den einzelnen Perioden 
tetanischer Reizung verschieden lange Zeit zur Erholung ge- 
lassen wurde. Die Versuche 49—51, sowie die Versuche 52 
bis 54 wurden gleichzeitig angestellt, wobei die 3 Schenkel 
hintereinander in den gleichen Stromkreis geschaltet waren. 
Die Reizung wurde ebenso wie in den Versuchen Laquers 
bis zur vélligen Ermiidung fortgesetzt. In simtlichen 6 Ver- 
suchen zeigt der Arbeitsmuskel einen héheren Phosphorsaure- 
gehalt als der Ruhemuskel, wobei die Unterschiede zum Teil 
sehr erheblich waren. Dabei blieb auch in diesen Versuchen 
die Zunahme des Wassergehaltes im tetanisch gereizten Gastro- 
cnemius unberiicksichtigt. Ihre Beriicksichtigung wiirde die 
Vermehrung der Phosphorsdure noch betrichtlicher erscheinen 
lassen. 

Man sieht also, da8 bei einer derjenigen der alteren Ver- 
suche Laquers méglichst angeniherten Technik der Reizung 
die Vermehrung des Phosphorsiuregehaltes aufs deutlichste in 
die Erscheinung tritt, und wenn die Ergebnisse Laquers 
negativ waren, so diirfte dies zum Teil auf die bei seinen 
Untersuchungen angewandte, weit unvolikommenere chemische 
Methodik zuriickzufiihren sein, welche Unterschiede von der 
in den Versuchen 49, 50, 52 und 58 beobachteten GréBe kaum 
mit Sicherheit festzustellen gestattete, zum Teil vielleicht auch 
darauf, daB der eben genannte Autor, um ausreichendes Material 
fir seine Bestimmungen zu gewinnen, die gesamte Muskulatur 
der Froschschenkel verarbeiten muBte, wobei wahrscheinlich 
auch solche Muskeln zur Bestimmung mitverwendet wurden, 
die in weit geringerem MaBe als die in unseren Ver- 





1) F. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8. 60 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLI. 13 
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suchen ausschlieBlich verarbeiteten Gastrocnemien titig gewesen 
waren. 

In den bisher beschriebenen Versuchen dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, daB jede langere Zeit 
fortgesetzte Tatigkeit isolierter Muskeln und auch 
ganzer Froschschenkel zu einer den Kontraktions- 
zustand tiberdauernden Phosphorsiureabspaltung 
fiihrt. 

Nunmehr soll die Frage erértert werden, ob in iber- 
lebenden Froschmuskeln ein Wiederaufbau der einmal ab- 
gespaltenen Phosphorséiure zu Lactacidogen erfolgen kann, Fiir 
den einzelnen Kontraktionsvorgang, bei dem es nicht zu einer 
den Kontraktionszustand merklich iiberdauernden Phosphor- 
siureabspaltung kommt, wurde dies schon in einer mehrfach 
erwihnten Arbeit von Embden und Lawaczeck dargetan, 
wihrend im folgenden festgestellt werden soll, ob der isolierte 
Muskel, der nach Ablauf einer Kontraktionsperiode untersucht, 
vermehrten Phosphorsiuregehalt — anscheinend als Teil- 
erscheinung der Ermiidung — zeigt, unter den iiblichen Be- 
dingungen der Erholung zur Riickumwandlung der abgespaltenen 
Phosphorsiure zu Lactacidogen fahig ist. 

In Tab. 7 sind 2 Versuche wiedergegeben, in denen der 
eine Semimembranosus (Reihe 9) wihrend 15 Minuten in un- 
gereiztem Zustande im KopyloffgeféiBe hingen blieb, der 
andere genau unter den frither geschilderten Bedingungen 
15 Minuten lang mit 55 Kinzelinduktionsschlagen je Minute 
(im ganzen also 825 mal) gereizt wurde. In beiden Versuchen 
ist eine betrichtliche Phosphorsiureabspaltung eingetreten. 
Von den beiden Gastrocnemien wurde der eine zunichst 
15 Minuten lang gereizt, wobei er nach dem Ergebnis der 
friiher geschilderten und auch nach dem an den Semimem- 
branosen vom gleichen Tier gewonnenen betrachtliche Phos- 
pbhorsfuremengen abgespalten haben mufte. Er wurde 
nach Abschlu8 der Reizung nicht sofort verarbeitet, sondern 
erholte sich zunichst 2 Stunden im KopyloffgefiBe, durch 
das ein langsamer, wasserdampfgesittigter Sauerstofistrom 
durchgeleitet wurde. Der Kontrollmuskel (Reihe 6) blieb 





To) 
ie 2) 
be | 


Uber Phosphorsiureabspaltung nach ermiidender Arbeit usw. 






































































































































g‘¢— +780 4980 — | 97nTFun10a r180 Gaze | St | OST 9 ea | ‘aA'tz | ee 
6'L— 6880 STF‘ 6.6 — $¢8‘0 368‘0 czs | ct | O°GT 9 2'a "A‘IZ | 1g 
F361 | 
Scan Ge "7 WS 77 ee Ee 
a q ® mE: q 8 WIN | Do | 3¥y, | 
+2 | ueSavyed SEG | ueSaeges rs alt & unjeqd | “IN 
- 2 a HHSIONVY UW) yz1o108 | * o & | Howssones at) yzro1aB =. 3S Boils - 
ge) ss oe ge | MSs aoe 8] 8 (e128 | Fe 
SS] spond ot | eee — | 8 1861s g. 8. -sYONSI9 A 
eal snsouviquoUITUIED ee SNIUIGUI0I}SB5) 4 eI ; . 
IT Or ae 8 L | 9 g if $ S T 
"8 9T[9QBL 
¥L 818°0 398'0 0 2gs‘0 6280 @zg | ct | o's 6 Oa | ‘A ‘oT | 9¢ 
0‘9T c0F‘0 6780 0 e¢¢‘0 8e8‘0 Gzg | st | O'¢T 8 2 ‘T “A “SI | Gg 
bZ61 
a q 8 on q 8 WA | Oo | Oey, 
of ot wn st | usdueyes | uoSueyod wn g2 unzeq | IN 
& B Sy | qromsqroqry : & By | goisroneg ur Pojsioneg e = = a Ss P| 2 4 
LS is ae & uue ‘pia ? N N Biss! & 
a5 SB | PSS P| aps is] B &S eeigei sé 
Bios oon | eee = 2s |f$]/Se] & = -SqOnsIO A. 
2." SHSOUBIG MSUIIWIEG Oe sniw9m9013885) @ fale i+ 
=} | . oy 2 ’ 
IT m4 . 7 L | 9 g 7 g ee: 
| "Lh OT19Q BT, 





186 Gustav Embden und Herbert Hentschel, 


zunichst 15 Minuten lang ungereizt im KopyloffgeféBe, das 
wie immer als feuchte Kammer eingerichtet war, und dann 
geradeso wie der gereizte Muskel noch 2 Stunden hingen, wobei 
gleichfalls durch das KopyloffgefaB Sauerstoff geleitet wurde. 
In beiden Fallen zeigt der 15 Minuten lang gereizte Gastro- 
cnemius keine Vermehrung der Phosphorsdéure gegeniiber dem 
Kontrollmuskel. Dabei sind, wie aus einem Vergleich der 
Reihen 6 und 9 hervorgeht, die Phosphors’urewerte der 
beiden Kontrollgastrocnemien nach dem 2 stiindigen Aufenthalt 
in Sauerstoff merklich geringer als die der entsprechenden 
Semimembranosen, welche schon nach 15 Minuten langem 
Hangen im Kopyloffgefa8 verarbeitet waren, woraus hervor- 
geht, daB eine irgend starke Vermehrung der Phosphorsaure 
in den Kontrollgastrocnemien nicht eingetreten war. 

Die Versuche 57 und 58 der Tab. 8 wurden in der Art 
ausgefihrt, daB die simtlichen Gastrocnemien und Semi- 
membranosen zunichst 15 Minuten gereizt wurden. Je einer 
der beiden Muskeln wurde alsdann sofort verarbeitet, der 
andere erst nach 2 stiindiger Erholung in Sauerstoff. Abgesehen 
vom Gastrocnemiusversuch 58, bei dem eine Bestimmung ver- 
loren ging, enthielten die Muskeln unmittelbar nach der Reizung 
erheblich mehr Phosphorsiure als nach anschlieBender 2 stiin- 
diger Erholung in Sauerstoff. Da, wie oben ausgefiihrt wurde, 
bei gleichzeitiger Verarbeitung gleichartig gereizter Muskeln 
(vgl. Tab. 1) keine Abweichung im Phosphorsiuregehalt der 
Muskeln gefunden wurde, kann der Mindergehalt von Phosphor- 
siure nach der Aufbewahrung in Sauerstoff nur auf einen 
Wiederaufbau von Lactacidogen wahrend der Erholung zuriick- 
gefiihrt werden. 

Die eben mitgeteilten Ergebnisse werden durch die Ver- 
suche 59—61 (Tab. 9) bestatigt. In diesen Versuchen wurden 
die Gastrocnemien ganz abnlich wie in den zuletzt geschilderten 
Versuchen behandelt, nur daB in den Versuchen 60 und 61 
die Reizzeit auf 10 Minuten herabgesetzt war. Ein Vergleich 
der Reihen 6 und 7 zeigt auch hier tiberall einen Mehrgehalt 
des unmittelbar nach der Reizung verarbeiteten Gastrocnemius, 
der nach 15 Minuten langer Reizung erheblicher ist als nach 
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einer solchen von 10 Minuten Dauer, Von den beiden Semi- 
membranosen wurde der eine in ungereiztem Zustande ver- 
arbeitet (Reihe 9), er blieb waihrend der Reizzeit des anderen 
(Reihe 10) im KopyloffgefaBe hingen. Man sieht zunichst aus 
den Reihen 9 und 10 ganz entsprechend den friher ge- 
schilderten Versuchsergebnissen, daB bei der Reizung der Semi- 
membranosen iiberall deutliche Phosphorsiureabspaltung er- 
folgte, vor allem aber ergibt ein Vergleich der Reihen 6 und 9, 
daB die unmittelbar nach der Reizung verarbeiteten Gastro- 
cnemien iiberall mehr Phosphorsiure enthielten als die un- 
gereizten Semimembranosen, woraus mit Sicherheit hervorgeht, 
daB bei der Reizung der Gastrocnemien eine erhebliche Steige- 
rung des Phosphorsiuregehaltes eingetreten war. Nach der 
Erholung in Sauerstoff ist in den Versuchen 59 und 60 der 
Phosphorsaéurewert der Gastrocnemien unter den Ruhewert der 
Semimembranosen abgesunken. Hier ist méglicherweise also 
nach der Erholung in Sauerstoff der urspriingliche Ruhewert 
der Gastrocnemien wieder erreicht. Das letztere ist sicherlich 
nicht der Fall in Versuch 61, in dem der Gastrocnemius auch 
nach der Erholung in Sauerstoff erheblich mehr Phosphor- 
siure enthielt als der ungereizte Semimembranosus. 

Ganz abnlich wie die nach Reizung mit Einzelinduktions- 
schligen zuriickbleibende Phosphorsiureabspaltung kann auch 
die nach tetanischer Reizung in Erscheinung tretende beim 
Aufenthalt in Sauerstoff wieder riickgingig gemacht werden. 

In Versuch 62 (Tab. 10) wurden beide Gastrocnemien und 
Semimembranosen 4 mal 60 Sekunden tetanisiert. Zwischen 
den einzelnen Tetani waren Pausen von je 60 Sekunden Dauer 
eingeschaltet. Je einer der beiden gereizten Muskeln wurde 
sofort verarbeitet, der zweite erst nach 2 stiindigem Aufenthalt 
in Sauerstoff. Sowohl der Semimembranosus wie der Gastro- 
cnemius zeigen bei diesem Aufenthalt eine starke Abnahme 
(7,1 baw. 6,1°/,). : | 

In Versuch 63 (Tab. 11) wurden nur die beiden Gastrocnemien 
gereizt und wiederum der eine sofort nach der Tetanisierung, 
der andere erst nach 2 stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff ver- 
arbeitet. Das Ergebnis entspricht ganz dem im vorangehen- 
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den Versuche gewonnenen. Von den ungereizt bleibenden 
Semimembranosen wurde der eine sofort verarbeitet, der andere 
erst nach 2stiindigem Ruheaufenthalt in Sauerstoff. Der 
letztere zeigte einen Mindergehalt an Phosphorsiure, der an 
sich gerade noch innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung ge- 
legen und daher in der Reihe 11 der Tab. 11 nicht in Rech- 
nung gezogen ist. Doch geht aus dem Verhalten des Gastro- 
cnemius in Versuch 64 (Tab. 12) hervor, da8 auch in einem un- 
gereizten Muskel 2 stiindiger Aufenthalt in Sauerstoff zu einer 
geringen Phosphorsiureverminderung fiihren kann. Sehr viel 
erheblicher ist allerdings diese Verminderung in dem gereizten 
Semimembranosus dieses Versuches. 

Man sieht also, daB ebenso wie die bei der Tatigkeit ge- 
bildete Milchsiure, so auch die bei der Muskelarbeit frei 
gewordene Phosphorsiure bei der Erholung des Muskels in 
Sauerstoff wieder verschwinden kann. 

Wahrend alle bisherigen Erfahrungen dafiir sprechen, daB 
wenigstens in der lebenden Muskulatur unter anaeroben Be- 
dingungen die bei der Tatigkeit gebildete Milchsaiure nicht 
wieder verschwindet, wiirde ein Wiederaufbau von Lacta- 
cidogen aus der bei der Tatigkeit abgespaltenen Phosphor- 
siure und Reservekohlenhydraten des Muskels von vornherein 
als durchaus méglich erscheinen.') 

Es wurde daher untersucht, ob ebenso wie an eine 
Reizperiode sich anschlieBender Ruheaufenthalt in Sauerstoff, 
so auch Aufenthalt in Wasserstoff oder Stickstoff zu 
einem Wiederverschwinden der bei der Tatigkeit abgespaltenen 
Phosphorsiure fihrt. In Versuch 65 (Tab. 13) wurden beide 
Gastrocnemien und Semimembranosen ebenso wie in Tab. 8 
(Versuche 57 und 58) — es handelte sich um dasselbe Frosch- 
material, wie in den beiden letztgenannten Versuchen — 
15 Minuten lang in Luft gereizt, um nunmehr 2 Stunden in 





1) Denn bei diesem Wiederaufbau handelt es sich an sich nicht 
um einen Oxydationsvorgang, und Synthese von Lactacidogen kann auch 
unter Bedingungen, unter denen Oxydation von vornherein nicht in Be- 
tracht kommt, durch Zusatz von verschiedenen Ionen erzielt werden. 
[Siehe z. B. G. Embden u. C. Haymann, Diese Zs. Bd. 187, S. 154 (1924).] 
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Wasserstoff zu ruhen. Ganz im Gegensatz zu gleichzeitig an- 
gestellten Sauerstofiversuchen trat hierbei keinerlei Verschwin- 
den von Phosphorsiure ein. | 

In den Versuchen 66—73 der Tab. 14 wurden beide 
Gastrocnemien unter den wiederholt geschilderten Versuchs- 
bedingungen 10 oder 15 Minuten lang mit Offnungsinduktions- 
schligen gereizt. Der eine der beiden Muskeln wurde sofort 
verarbeitet, der andere erst nach anschlieBendem zweistiindigen 
Ruheaufenthalt in Wasserstoff. Die Semimembranosen, von 
denen der eine nach 15 Minuten langem Ruheaufenthalt, der 
andere nach ebensolanger Titigkeit verarbeitet wurde, dienten 
in diesem Falle nur zur Kontrolle der Abspaltung. In s&mt- 
lichen untersuchten Fallen ist der Phosphorsiuregehalt in 
den Ruhesemimembranosen geringer als in den Gastro- 
cnemien unmittelbar nach der Reizung, woraus folgt, daB die 
Reizung am Gastrocnemius in allen Fallen zur Phosphorsiure- 
abspaltung fiihrte. Die in den Vertikalreihen 10 wieder- 
gegebenen Ergebnisse bestiitigen nur den oft erhobenen Be- 
fund der starken Abspaltung der Phosphorsiure in den Semi- 
membranosen nach 15 Minuten langer Tatigkeit. Aus den 
Reihen 6 und 7 geht hervor, daB nachtraglicher zweistiindiger 
Aufenthalt des gereizten Gastrocnemius in Wasserstoff in den 
Versuchen 66, 67, 68 und 72 zwar keinerlei Wiederverschwin- 
den von Phosphorsiure herbeifiihrte (in den Versuchen 67 
und 72 trat sogar Phosphorsiureanstieg ein), daB ein 
solches Verschwinden aber in den Versuchen 69 und 73 
immerhin erkennbar (nachtrigliches Absinken der Phosphor- 
siure um 1,1 und 1,8°/,) und in den Versuchen 70 und 71 
(Verschwinden von 4,] und 6,3°/,) ganz deutlich war. Die 
Frésche, die in den Versuchen 68—71 verwendet wurden, ent- 
stammten der gleichen Sendung. In weiteren Versuchen gelang 
es zunichst langere Zeit nicht, Wiederverschwinden der bei 
der Tatigkeit abgespaltenen Phosphorsiure waihrend des nach- 
triglichen Aufenthaltes in Wasserstoff nachzuweisen, wihrend 
der Aufenthalt in Sauerstoff unter sonst ganz gleichen Ver- 
suchsbedingungen stets Wiederaufbau von Lactacidogen bewirkte. 

In den Versuchen 77—79 (Tab. 15) wurden zunachst samt- 





‘Pabelle 15. 
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liche Muskeln 10 Minuten mit Offnungsinduktionsschlagen 
gereizt, also bis zu erheblicher Phosphorsiureabspaltung. 
Hiner der Gastrocnemien und einer der Semimembranosen 
gelangte nunmehr sofort zur Verarbeitung, der zweite Gastro- 
cnemius blieb 830—120 Minuten (siehe Vertikalreihe 7) in 
Wasserstoff, der zweite Semimembranosus jeweils die 
gleiche Zeit in Sauerstoff. Man sieht, daB in keinem der 
Gastrocnemiusversuche der Aufenthalt in Wasserstoff zum Ver- 
schwinden von Phosphorséure fihrte, in Versuch 78 ist der 
Phosphorsiuregehalt nachher sogar merklich héher als vorher. 
Ganz anders sind die an den Semimembranosen der gleichen 
Tiere gewonnenen Ergebnisse. Ohne Ausnahme fihrte der 
an die Arbeitsperiode sich anschlieBende Sauerstoffaufenthalt 
zur Phosphorsaéureverminderung. 

In ganz ahnlicher Weise wurden die 3 Versuche in Tab. 16 
vorgenommen, nur daB hier nach der Reizung die Gastro- 
cnemien in Sauerstoff, die Semimembranosen aber in 
Wasserstoff kamen. Das Ergebnis war ganz das erwartete, 
d. h. die Gastrocnemien zeigten nunmehr starkes Wieder- 
verschwinden der bei der Tatigkeit abgespaltenen Phosphor- 
siure, bei den Semimembranosen kam es in keinem Falle zu 
einer auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegenen 
Verminderung. 

Aus den zuletzt besprochenen 6 Versuchen der Tab. 15 
und 16 geht jedenfalls mit Sicherheit hervor, da8 unter den 
Bedingungen, unter welchen Sauerstoffaufenthalt zu einer 
deutlichen Wiederabnahme der bei der Titigkeit abgespaltenen 
Phosphorsiure fihrt, Wasserstoffaufenthalt keinerlei derartige 
Einwirkung ausiibt. 

Wahrend der Monate Marz und April 1925 haben wir 
die eben geschilderten Wasserstoffversuche mehrfach an Gastro- 
cnemien von Temporarien wiederholt. Von vier hier nicht 
naher zu schildernden Versuchen zeigte nur einer ein nicht 
sehr betrichtliches Wiederverschwinden der nach 15 Minuten 
langer Hinzelreizung abgespaltenen Phosphorsiure. Erst im 
Juni und Anfang Juli 1925 erhielten wir wieder eine etwas 
gréBere Anzahl positiver Resultate. 
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Die Versuche 83-——89 wurden in der Zeit vom 23, Juni 
bis 7. Juli simtlich an Fréschen ein und desselben Fanges 
angestellt. In Versuch 83 sank der nach 15 Minuten langer 
Reizung beobachtete Gastrocnemiuswert von 0,323°/, nach 
zweistiindigem Aufenthalt in Wasserstoff auf 0,307°/, ab. Dieser 
Wert war freilich noch héher als der des sofort verarbeiteten 
Semimembranosus (0,277 °/,), die Resynthese der bei der Titig- 
keit abgespaltenen Phosphorsaure war also unvollstandig. Auch 
in einer Reihe weiterer Versuche (Semimembranosus 84, Gastro- 
cnemius und Semimembranosus 86, Gastrocnemius 89) wurde 
iiberall deutlicher und zum Teil sehr betrachtlicher Wieder- 
aufbau von Lactacidogen beobachtet, wihrend er in anderen 
Versuchen ausblieb, oder eine mehr weniger ausgesprochene 
Phosphorséureabspaltung wihrend des Aufenthaltes in Wasser- 
stoff eintrat. In den Gastrocnemiusversuchen 90 und 91, die 
an 2 Temporarien des gleichen Fanges ausgefiihrt wurden, 
blieb die Phosphorséure unverindert. 

Es kann sonach als sichergestellt angesehen werden, dab 
auch unter anaeroben Verhialtnissen ein Wiederaufbau der bei 
der Titigkeit abgespaltenen Phosphorsiure zu Lactacidogen 
oder zu Hexosediphosphorsiure erfolgen kann’), und vielleicht 
darf in diesem Wiederaufbau ein wesentlicher Teilvorgang der 
anaeroben Erholung erblickt werden. 

Nach einer friiher von uns ausgesprochenen Anschauung ist 
die jeweilige Gleichgewichtslage des Lactacidogenwechsels von 
dem Zustand gewisser Begleitkolloide abhingig, und dieser 
Kolloidzustand wird seinerseits von der Ionenmischung beherrscht. 
Es mu8 daher an die Méglichkeit gedacht werden, daB die 
nach der Reizung des Muskels zuriickbleibende Kolloidzustands- 
inderung auch unter anaeroben Bedingungen bis zu einem 
gewissen Grade beseitigt werden kann. 





1) Auch die vor kurzem veréffentlichte Tatsache, daB bei ermiidender 
Reizung in isotonischer Kochsalzlisung mit einem Gehalt von m/50-Na- 
triumfluorid an Stelle der in reiner Kochsalzlésung beobachteten Lacta- 
cidogenspaltung starke Synthese von Lactacidogen eintritt, spricht 
ganz im gleichen Sinne (G. Embden u. H. Hentschel, Festschrift f. 
Max Cremer, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 845 (1925)). 
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Im ibrigen unterliegt es keinem Zweifel, daB bei An- 
wesenheit von Sauerstoff die Riickumwandlung der wihrend 
linger fortgesetzter Muskelarbeit abgespaltenen Phosphorsiure 
zu Lactacidogen weitaus leichter als unter anaeroben Be- 
dingungen erfolgt. 

In der mehrfach erwahnten Untersuchung von Embden 
und Lawaczeck wurde gezeigt, da8 bei einer einzigen Muskel- 
kontraktion sehr betrichtliche, die gleichzeitig gebildete Milch- 
siure vielfach iibersteigende Phosphorsiuremengen aus dem 
Lactacidogenmolekiil abgespalten werden, daB aber der Wieder- 
aufbau der Phosphorsiure zu Lactacidogen iiberaus rasch 
erfolgt. Wenn — wie wir eben sahen — nach mehreren 
hundert Kontraktionen eine Vermehrung der anorganischen 
Phosphorsiure auch nach AbschluB der Kontraktionstitigkeit 
nachweisbar bleibt, so diirfte dies darauf zuriickzufiihren sein, 
daB unter den Bedingungen einer bis zu einem gewissen Grade 
ermiidenden Tiitigkeit der Vorgang der Lactacidogenspaltung 
voriibergehend irreversibel wird. 

In der Tat konnte vor kurzem gezeigt werden, daf 
ermiidende Reizung isolierter Muskeln und auch angestrengte 
Muskeltitigkeit am lebenden Tier zu einer Herabminderung 
der Fahigkeit der Muskulatur zu nachtraglicher Lactacidogen- 
synthese unter bestimmten, experimentell hergestellten ionalen 
Bedingungen fihrt..) Diese Herabminderung der Synthese- 
fahigkeit wurde als der Ausdruck von alterungsartigen Kolloid- 
zustandsinderungen, die als Tatigkeitsfolge in der Muskulatur 
eintreten, aufgefaBt, und das véllige Wiederverschwinden der 
verminderten Synthesefaihigkeit unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen zeigt, da® es sich um eine normale Ermiidungs- 
folge handelt.*) 

Bekanntlich ermiidet ein in Luft gereizter Muskel durch 
rasch hintereinander folgende Reize schneller als durch die 
gleiche Anzahl von Reizen, die im langsameren Tempo sich . 





1) G. Embden u. H. Jost,Dt. med. Wochenschr. 51. Jahrg. Nr. 16, 
S, 686 (1925); G. Embden, Vortrag auf der Tagung der Deutschen Physiol. 
Ges. 1925; G. Embden, _Chemismus der Muskelkontraktion“ i. Handb. 
d. norm. u. path. Physiol. Bd. 8, 8. 485, Berlin 1925. 
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folgen, was wohl sicher mit der gréSeren Vollstindigkeit der 
in der langeren Ruhepause eintretenden Erholungsvorginge zu 
erkliren ist. Es wurde daher untersucht, ob unter sonst 
gleichen Bedingungen der Umfang der nach einer bestimmten 
Reizzahl zuriickbleibenden Phosphorsiureabspaltung in Ab- 
hingigkeit vom Reiztempo steht, derart, daB diese Abspaltung 
bei langsamerer Reizung geringer ist. 
































Tabelle 18. 
PL Teter et 8 et Pe yet 10 
U 3 . = we ad i- a a 
Versuchs- 218 is Bs erie fp > Semi Sp > 
Zelwo/ss| a enemius | & y | membranosus aS 
Palag|ee! § sf ots 
egissgicg| 3 | se | se |e Js 
Nr| Datum [SG ]~ 2] © | & | reizt | reizt |O-= : 
Tage} ° C a b ims] a | b Irfs 
10Min.|20Min. 10 Min./20Min. 
1924 lang | lang lang | lang 
92 | 20. VIII.|T. ¢] 1 | 15,0 | 550 | 0,858 | 0,856] 0 | 0,898 | 0,397] 0 
Ruhe- 
wert 

98 | 21. VIIL|T. | 2 | 15,0 | 550 | 0,394 | 0,804] 0 | 0,847) — | — 
94 | 21. VIL |T. 3g] 2 | 15,0 | 550] 0,871 | 0,368] o |0,322) — | — 

40 Min. 

lang 
95 | 25. VUL|T. dg} 6 | 15,9 | 550 | 0,351 | 0,342 |-2,6) 0,321 | — —_ 
96 | 25. VIIL|T. ¢| 6 | 15,0 | 550 | 0,384 | 0,327/-21/ 0,812; — | — 
97 | 27. VIIL|T.Q] 6 | 15,0 | 550 | 0,322 | 0,818 |~2,8/ 0,311; — | — 

85Min.| . 

lang 
98 |14.X. [Tig] 7 | 14,5 | 550 | 0,818 | 0,882] 4,4]0,280; — | — 
99 /14.X. |T. gs] 7 | 14,5 | 550 | 0,322] 0,388] 3,4/0,288; — | — 









































In den Versuchen 92, 98 und 94 (Tab. 18) wurden beide 
Gastrocnemien bei gleicher Belastung — 25 g — und gleicher 
Reizstirke mit 550 Offnungsinduktionsschlagen gereizt, und 
zwar Gastrocnemius a mit der friher stets angewandten Reiz- 
geschwindigkeit, d. h. innerhalb 10 Minuten, Gastrocnemius b 
jedoch langsamer, innerhalb 20 Minuten. Ubereinstimmend geht 
aus den 8 Versuchen hervor, dab bei Reizung in Luft die 
Herabsetzung der Reizgeschwindigkeit auf die Halfte eine 
Verringerung der Phosphorsaiureabspaltung bei der Tatigkeit 
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nicht herbeifitihrt. In Versuch 92 wurde ein ganz gleichartiges 
Ergebnis auch am Semimembranosus erzielt. 

In den Versuchen 95, 96 und 97, die an dem gleichen 
Material wie die Versuche 92—94 angestellt wurden, wurde 
Gastrocnemius a mit 550 Reizen innerhalb 10 Minuten, Gastro- 
cnemius b dagegen innerhalb 40 Minuten gereizt. Bei dieser 
Herabsetzung der Reizgeschwindigkeit auf 1/, ergab sich, daB 
in der Tat der langsamer gereizte Muskel weniger Phosphor- 
siure als der schneller gereizte abgespalten hatte, wobei die 
GréBe des Unterschiedes in allen Versuchen sehr ahnlich war 
(Reihe 7). Da8 auch bei der langsameren Reizung Abspaltung 
erfolgte, geht aus einem Vergleich der Reihen 6 und 8 hervor. 
Weitere VergréBerung der Pausen fiihrte dagegen in zwei 
wahrend des Monates Oktober an Temporarien des gleichen 
Fanges vorgenommenen Versuchen zu einer Wiederumkehr des 
-Ergebnisses, d.h. der Muskel a (550 Reize in 10 Minuten) 
zeigte eine merklich geringere Abspaltung als der Muskel b 
(550 Reize in 85 Minuten). Dieses Ergebnis diirfte wohl so zu 
erklaren sein, da sich in diesem Falle der Abspaltung der 
Phosphorsaéure infolge der Tatigkeit die bei langerem, z. B. 
2 stiindigem Aufbewahren isolierter Muskeln auftretende Phosphor- 
siurebildung hinzuaddiert.’) 

Méglicherweise war das in den Versuchen 98 und 99 
erhaltene Ergebnis durch das verwandte Froschmaterial 
mitbedingt, und vor der Wiederholung entsprechender 
Untersuchungen in gréBerem Umfange sollen keinerlei wei- 
teren Schliisse aus diesen letzten beiden Versuchen gezogen 
werden. 

Aus den oben besprochenen Versuchen der Tab. 15 und 
16 geht mit Sicherheit die groBe Bedeutung des Sauerstoffs fiir 
die Wiederbeseitigung der nach langerer Reizung abgespaltenen 
Phosphorsaure hervor. 

In 2 Versuchen (Tab. 19, Versuch 100 und 101), in denen 
Gastrocnemius a innerhalb 10 Minuten und Gastrocnemius b 
innerhalb 20 Minuten mit je 550 Kinzelinduktionsschligen in 





1) H. J. Deuticke, Diese Zs, Bd. 149, S. 259 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLI. 14 
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Tabelle 19. 
Giese. ; |} 8 1 8 
= F i & D =| om Go o+ 
= — © to 
Z S os £ oe: a de Gastrocnemius 3 Qe & > 
3/ & |oslaaleal gereizt See] g2 
“4 os @ for ont hae ri ® 
p| e [ee (eal>s)a gail 
i | us 
rc > Tage] °C a b ty oo pi 
1924 10Min. lang|20Min. lang 
100 |14. XIL.}T. #] 30 | 15,5]550] 0,825 0,820 1,5 |0,818 
101 |16. XIL|T. 2] 32 |13,5]550] 0,324 0,315 a ee 
\40Min.lang 
102 |14. XIL.]T. 9] 30 |15,5]550| 0,834 0,324 3,0 10,331 
103/16. XIL|T. #| 32 |18,51550] 0,291 0,278 | 4,5 | 0,288 





























Sauerstoff gereizt wurde, zeigte der Muskel b dementsprechend 
unmittelbar nach der Reizung eine deutlich geringere Phosphor- 
Aurebildung als der Muskel a, ein Verhalten, das (freilich an 
anderem Froschmaterial) unter sonst gleichen Versuchsbedin- 


gungen bei Reizung in Luft nicht beobachtet werden konnte. 


Die Versuche 102 und 103 entsprechen in ihrer Anord- 
nung den Versuchen 95—97, bis auf die Verwendung des Sauer- 
stoffs, d.h. Muskel a wurde mit 550 Einzelinduktionsschlagen 
innerhalb 10 Minuten, Muskel b innerhalb 40 Minuten gereizt; 
sie lieferten die gleichen Ergebnisse, d. h. auch hier zeigten die 
in langsamerem Tempo gereizten Muskeln eine merklich ge- 
ringere Phosphorsiureabspaltung. 

In den 6 Versuchen der Tab. 20 (Versuch 104—109) 
wurden die beiderseitigen Gastrocnemien gleich lange und auch 
sonst vollig gleichartig im gleichen Stromkreis gereizt und sofort 
nach der Reizung verarbeitet. Nur erfolgte die Reizung des 
Gastrocnemius b stets in Sauerstoff, die des Gastrocnemius a 
in den Versuchen 104 und 105 in Luft, in den vier letzten in 
Wasserstoff. Man sieht, daB iiberall’ die in Sauerstoff gereizten 
Muskeln am Schlusse des Versuches eine geringere Phosphor- 
siuremenge abgespalten haben als die in Luft oder in Wasser- 
stoff gereizten. Dieses Verhalten entspricht véllig dem oben 
S. 197 beschriebenem Befunde, daB8 bei nachtriglicher Erholung 
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Tabelle 20. 

e Pipa erels 6 | 7 8 9 

ctS ly Palla s SAal ot 
4| 3 |S+/8315s] 2 |a] Gastrocnemius gereizt | Sic . ae 
r a=} a Ey 2liessiuc0 | 3 A= ofL2 oO 
S| 8 LESS 8 a1.8 /8 adil Wie 
2| 8 |8al/Ssl sels | 2 v2 al $a 
Fa S + & 5 s a £ a om | ae 5 3 

3) Par ie a b 4S a nu 
>| & | Pagel °C |Min. | ea 

1925 in Luft | in Sauerstoff 
104| 23.1IX.]T. | 3 14,0] 20 |550] 0,363 0,857 1,7 | 0,372 
105| 28.1X.]T. ¢] 3 |14,0] 20 |550) 0,328 0,822 1,8 | 0,380 
inWasserstoff 

106 | 26.1X./T. ¢] 6 116,0] 80 [825] 0,348 0,340 2,3 10,319 
107/27,IX.]T. fd] 7 116,0] 80 [825] 0,411 0,890 5,1 | 0,836 
108; 1.X. | T. J} 10 | 18,0] 30 (825 0,369 0,361 2,2 10,314 
109} 1.X. | T. g] 10 [18,0] 30 |825} 0,855 0,342 3,7 | 0,884 




















gereizter Muskeln in Sauerstoff die Lactacidogensynthese sehr 
viel leichter als unter anaeroben Verhiltnissen erfolgt. 


Zusammenfassung. 


1. Friher konnte gezeigt werden, daB jede einzelne Kon- 
traktion isolierter Froschmuskeln mit einer erheblichen Ab- 
spaltung von Phosphorsiure verbunden ist, die in unmittelbarem 
Anschlu8 an den Kontraktionsvorgang, bei tetanischer Reizung 
noch wihrend des Fortbestehens des Tetanus, wieder riick- 
gingig gemacht wird. Im Gegensatz dazu konnte wenigstens 
fir den Froschmuskel auch nach linger fortgesetzter Reizung 
in friheren Untersuchungen von Laquer, sowie auch von 
Parnas und Wagner keine den Kontraktionszustand iiber- 
dauernde Phosphorsdureabspaltung festgestellt werden. Aus 
den Versuchen der vorliegenden Arbeit geht aber hervor, 
da8 jede linger andauernde bis zu einer gewissen Ermiidung 
fortgesetzte Reizung isolierter Froschmuskeln (Gastrocnemien 
und Semimembranosen) zu einer nach Abschlu8 der Arbeits- 
periode zuriickbleibenden Phosphorséurevermehrung _fiihrt. 
Diese Phosphorsiureabspaltung wurde bei bestimmter Reiz- 


frequenz nach 275 Hinzelreizen noch nicht regelmafig, immer 
= 14* 
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aber nach 550 Hinzelreizen beobachtet und nahm im all- 
gemeinen mit zunehmender Reizzahl allmahlich zu. 

2. Unter sonst gleichen Bedingungen ist die Phosphor- 
siureabspaltung im starker belasteten Muskel gréBer als im 
schwicher belasteten. ran 

8. Ebenso wie nach geniigend langer Kinzelreizung ge- 
langt auch nach langer andauernder tetanischer Reizung 
regelmiBig Phosphorséureabspaltung zur Beobachtung. Am 
Semimembranosus (nicht am Gastrocnemius) fiihrte im Gegen- 
satz dazu kurz dauernde tetanische Reizung in einer Reihe 
yon Fallen zu einer deutlichen Verminderung des Phosphor- 
siuregehaltes. Dies wird mit der synthesebegiinstigenden 
Wirkung der beim Tetanus gebildeten Milchsiure in Zusammen- 
hang gebracht. . 

4, Die bei der Tatigkeit abgespaltene Phosphorsiure wird, 
falls die Reizung nicht zu lange fortgesetzt wurde, bei nachtrig- 
licher Erholung in Sauerstoff regelmiBig wenigstens teilweise 
wieder zu Lactacidogen oder einer lactacidogenihnlichen Substanz 
resynthetisiert. Auch bei nachtriglichem Aufenthalt des ge- 
reizten Muskels in Wasserstoff kann eine Resynthese eintreten, 
haufig bleibt sie jedoch im Gegensatz zu gleichartigen Sauer- 
stoffversuchen aus. Anscheinend ist das Ergebnis der Anaero- 
bioseversuche stark von dem jeweiligen Froschmaterial abhingig. 

5. Mit der nachtriglichen Resynthese der abgespaltenen 
Phosphorséure werden die Ergebnisse von Versuchen in Zu- 
sammenhang gebracht, in denen unter sonst gleichen Bedingungen 
langsamere Reizung von vornherein zu geringerer Phosphor- 
siureabspaltung als schnellere fihrte. Bei gleichem Reiz- 
tempo zeigten unmittelbar miteinander vergleichbare Muskeln, 
sofort nach AbschluB der Reizung untersucht, in Luft und in 
Wasserstoff stiirkere Phosphorsdiureabspaltung als in Sauerstoff. 

















Uber den Einflu8 der Temperatur auf die, 
Phosphorsaurebildung bei ermtidender Muskelarbeit. 


Von 


Manfred Altmann. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Oktober 1925.) 








In einer voranstehenden Arbeit von Embden und 
Hentschel") wurde gezeigt, daB jede lingere Zeit fortgesetzte, 
bis zu einer gewissen Ermiidung fiihrende Reizung isolierter 
Froschmuskeln eine den Kontraktionszustand iberdauernde 
Phosphorsiureabspaltung hervorruft. Hierbei wird die im 
Kontraktionsaugenblick eintretende Lactacidogenspaltung, die 
am frischen Muskel sofort wieder in sehr vollkommener Weise 
unter Lactacidogenaufbau riickgingig gemacht wird, allmihlich 
immer unvollkommener reversibel, so daB nach lange Zeit fort- 
gesetzter Tatigkeit ein erheblicher Teil des Lactacidogens ge- 
spalten sein kann. 

Die genannten Autoren haben bereits die Bedeutung ver- 
schiedener F'aktoren fiir die Starke der Phosphorséureabspaltung 
untersucht, so die Art der Reizung und die Starke der Be- 
lastung. Hierbei fanden sie, da8 mit zunehmender. Belastung 
unter sonst gleichen Bedingungen die Phosphorsiureabspaltung 
steigt. 

Da es notwendig erschien, dartiber AufschluB zu gewinnen, 
inwieweit auch andere Bedingungen auf den Umfang der — 
wenigstens voriibergehend — irreversiblen Phosphorsiurespaltung 





1) G. Embden und H. Hentschel, Diese Zs. Bd. 151, 8. 167 (1925). 
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einwirken, habe ich auf Veranlassung von Prof. Embden Unter- 
suchungen iiber die Phosphorsiiureabspaltung bei verschiedener 
Temperatur vorgenommen. 

Die Temperaturen wurden so gewahlt, daB bei gleicher 
Belastung und gleicher Reizung beider Muskeln der bei der 
niedrigeren Temperatur (5° C.) gereizte Muskel weit langsamer 
zuckte und weit weniger Arbeit leistete als der bei der héheren 
Temperatur (25° C.) in Tatigkeit gesetzte. 

Beziiglich der Methodik kann fast ganz auf die in der 
eben erwaihnten Untersuchung von Embden und Hentschel 
gemachten Angaben verwiesen werden. Meine Versuche wurden 
ebenso wie die der genannten Autoren in KopyloffgefaBen 
vorgenommen, deren AuBerer Mantel entweder mit Wasser von 
25° C. (+ 1°) oder mit solchem von 5° C.(+-+/,°) durchstrémt wurde. 
Der Reizungsversuch begann stets erst, wenn die Muskeln (es 
kamen ausschlieBlich Gastrocnemien von Temporarien und 
Eskulenten zur Verwendung) lingere Zeit (mindestens 15 Min.) 
nach Befestigung an den Platinelektroden sich in dem Innen- 
raum des KopyloffgefaBes befanden, Die Austrocknung wurde 
durch etwas Ringerlésung, die sich, ohne den Muskel oder die 
Elektroden zu beriihren, auf dem Boden des K opyloffgefiBes be- 
fand, und durch mit Ringerlésung feuchtgehaltenes FlieBpapier, 
das die obere Offnung des GefaBes bedeckte, méglichst verhindert. 
Trotz dieser Vorsichtsmafnahme trat regelmaBig eine geringe 
Gewichtsabnahme der Muskeln ein, die durch analytische 
Wagung vor und nach dem Versuch festgestellt und bei der 
Berechnung der Ergebnisse, fiir die immer das am frischen 
Muskel ermittelte Gewicht zugrunde gelegt wurde, beriick- 
sichtigt wurde. 


Versuchsergebnisse. 


Wurden die beiderseitigen Gastrocnemien unter den eben 
geschilderten Bedingungen bei 25° C. und 5° C. wihrend 30 bis 
85 Minuten ruhend in den KopyloffgefaBen aufbewahrt, so zeigte 
der Phosphorsiuregehalt der Muskeln am Schlusse des Ver- 
suches nur geringfiigige Unterschiede, wie aus der Tab. 1 her- 
vorgeht. Viermal zeigte der bei 25° C., sechsmal der bei 5° C. ge- 
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Tabelle 1. 
Symmetrieche Gastrocnemien, bei 25°C. bzw. 5° C. mit 25 g Belastung 
aufgehangt. — Keine Reizung. p 























| a | 4 § _ | HsPO, in Proc. der] ¢ 4 a 
& ts So 4 33 Muskulatur a 6S 
2 | Versuchs-| 3's | 3 a) 25 Ge 
E datum | $%& [S28] 85] 1. bei | 2 bei SEs 

“ 8 54 25°C | 5°C. ire 
1924 
1 OT Baw 85 | 0,3068 | 0,3073 | —0,8 
ee Te ee 85 | 0,2928 | 0,2976 | —1,6 
1925 
3 eb 1 Te. 4 80 | 0,2975 | 0,2940 | +1,2 
4 21. I. T.9 1 30 | 0,3184 | 0,8177 | —1,4 
5 UL i had 1 30 | 0,8070 | 0,8088 | —0,6 
6 OL Teter 35 | 0,3026 | 0,2984 | +1,4 
7 4. II. T.g¢ | 6 30 | 0,2918 | 0,2899 | +1,0 
8 41. | Te] 6 45 | 0,3052 | 0,8031 | +0,7 
9 sm. | T8424 30 | 0,3067 | 0,8068 | +0,1 
10 4. II. T.9 6 30 | 0,3220 | 08169 | +1,6 























haltene Muskel einen niedrigeren Phosphorsiuregehalt. Zum 
Teil liegen die Unterschiede innerhalb der Fehlergrenze der 
chemischen Methodik (Versuche 1, 5, 7, 8 und 9), z. T. sind 
sie wenig gréBer. Der gréBte Unterschied wurde in den Ver- 
suchen 2 u. 10 gefunden; auch hier betragt der Unterschied 
im Phosphorsiuregehalt des bei 25° C. aufbewahrten Muskels 
gegeniiber dem bei 5° C. gehaltenen weniger als 2°/,. 

Es tritt also innerhalb der gewahlten Versuchszeiten bei 
den beiden benutzten Versuchstemperaturen an ruhenden Muskeln 
kein merklicher Unterschied des Phosphorsiuregehaltes ein. 

Ganz anders liegen die Verhiltnisse, wenn man die 
Muskeln arbeiten la8t. In Tab. 2 sind 14 Versuche zusammen- 
gestellt, in denen die ,Warm-“ und ,,Kalt“-Gastrocnemien bei 
einer Belastung von 25 g nach vorherigem Ruheaufenthalt von 
15 Minuten 15—-20 Minuten lang mit Kinzelinduktionsschlagen 
‘im gleichen Stromkreise gereizt wurden. Meist betrug die Reiz- 
frequenz 55 pro min.; Abweichungen sind aus der Tabelle er- 
sichtlich. Ganz entsprechend dem bereits erwaihnten Unter- 
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Tabelle 2. 


Symmetrische Gastrocnemien, Belastung 25 g. 
Reizung bei 25° C und bei 5° C. 




















co. | & |& |». 1|H,P0,in Proc. der] 2 

S ae 6S al § g $ Muskulatur 5A vs 
& | Versuchs- | % Bole Si o.8 as 
= aa ao eS gs ars > 
3 datum |S 3 sae Boe Sel bei | 2. bei 2 = 
’ ot on 

E 4 oa pe i 25°C 6*C hal” 

1924 

11| 2.x | EQ] 22 | 15] 55 | 0,8881 | 0,8931 | + 4,7 
12| 25.XL | EQ] 22 | 15] 55 | 0,3848 | 0,8448 | + 11,6 
18} 27.XL | EQ] 24 | 15] 55 | 0,8201 | 02975 | + 7,5 
14| 27.X1 | EQ | 24 | 15] 55 | 0.8265 | 0,2954 | + 10,3 
15 27. XI. E. # 24 20 | 45 0,30038 0,3063 — 2,0 
16 | 27.X1. | EQ | 24 | 20] 45 | 08180 | 0,2849 | + 11,8 
17| 10.XI. | Ee] 16 | 20] 45 | 03207 | 0,8002 | + 98 
is | 10.X0. | Ea | 16 | 20] 45 | 0,8806 | 0,2869 | + 15,0 
19 | 11.X0. | EQ] 16 | 15] 55 | 0,38983 | 0,8170 | + 7,0 
20 | 11.XI1. | E.¢ 16 15 | 55 0,8261 0,3168 + 2,9 
21 | 16. X11. | E.9 32 15 | 55 0,38173 0,3081 + 3,0 
22| 16. XII. | B.9| 22 | 15] 55 |. 08212 | 02957 | + 85 
23 | 17.XI. | Eg | 23 | 15} 55 | 0,8818 | 0.2987 | + 10,9 
24 17.XIL | Eg] 23 | 15/1 55 | 0,8812 | 0,3042 | + 79,0 


























schiede in der Arbeitsleistung zeigte der ,,.Warmmuskel“ mit 
einer Ausnahme (Versuch 15, wo er einen fast innerhalb der 
Fehlergrenze der Bestimmung gelegenen Mindergehalt aufwies), 
stets héhere Phosphorsaurewerte als der ,,Kaltmuskel“. Nur 
zweimal liegt dieser Mehrgehalt bei 3°/, oder einem etwas ge- 
ringeren Werte (Versuch 20 und 21), einmal zwischen 4 und 5°/, 
(Versuch 11), in allen iibrigen Versuchen weit hdher, zwischen 
7 und 15°. Fraglos war also die bei 25°C. unter der Hin- 
wirkung einer lingere Zeit fortgesetzten Kinzelreizung ab- 
gespaltene Phosphorsiuremenge weitaus gréBer als die bei 5° C. 
gebildete. 

Der ,,Kaltmuskel* zeigte zum Schlusse regelmibig deut- 
lichen Verkiirzungsriickstand, und die auf die Reizung erfolgen- 
den Zuckungen waren gegen Ende des Versuchs sehr gering- 
figig. Auch am ,.Warmmuskel“ traten tibrigens regelmaBig 
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deutliche Ermiidungserscheinungen auf, die sich in Verringerung 
der urspriinglichen Zuckungshéhe auBerten. Verktirzungsriick- 
stand wurde hier nie beobachtet. 

Die bisher geschilderten Versuche, aus denen hervorgeht, 
daB nach linger fortgesetzter Kinzelreizung gleich stark belasteter 
Gastrocnemien der bei 25° C. arbeitende Muskel zum Schlusse 
einen héheren Phosphorsiuregehalt zeigt als der bei 5° C. ge- 
reizte, lieBen es als nicht unmdglich erscheinen, daB bei der 
niedrigeren Temperatur in meinen Versuchen iiberhaupt keinerlei 
Phosphorsiureabspaltung erfolgte. DaB dies aber doch der 
Fall ist, geht aus drei in Tab. 3 niedergelegten Versuchsergeb- 


Tabelle 3. 


Symmetrische Gastrocnemien, beide bei 5° C mit 25 g belastet. 
»Arbeitsmuskel* gereizt, ,,Ruhemuskel“ nur aufgehingt. 

















| . 

_ “ S alte H,PO, in Proc. der S ne 
5} "3 1984. S8)3s8 Muskulatur anger 
& | Versuchs- > _ bp 2,|% ai os oS 
5 datum | © 5 2 Siss =| 1.des | 2. des z Bs 
A 3 os Eg 3 & | Arbeits- | Ruhe- aie - 

fe 5 i> muskels | muskels | A” ™ 

1924 

2 | 1X0. | Ee] 8 | 20 | 45 | 0,082 | 02972 | +3,7 
26 1. XII. E. 2 8 20 | 45 | 0,3400 0,3269 + 4,0 
o1| 1.XIL | Eo] 8 | 20] 45 | 0,3092 | 02870 | +7,7 


























nissen hervor. Auch hier wurden beide Muskeln in einer Vor- 
periode von 15 Minuten in den verschieden temperierten 
KopyloffgefiBen gehalten. 

In der mit 1 bezeichneten Vertikalreihe von Tab. 3 ist 
der Phosphorsiuregehalt von Muskeln wiedergegeben, die im 
AnschluB an diese Vorperiode bei einer Temperatur von 5° C. 
und einer Belastung von 25 g wiahrend 20 Minuten mit 
45 Einzelinduktionsschlagen in der Minute gereizt wurden, in 
der Reihe 2 die entsprechenden Werte von unter genau den 
gleichen Bedingungen gehaltenen ,.Ruhemuskeln“, d. h. nach 
Abschlu8 der Vorperiode blieben diese Muskeln bei einer Be- 
lastung von 25 g weitere 20 Minuten ungereizt in den Kopyloff- 
gefiBen. Man sieht, daB iiberall die ,Arbeitsmuskeln“ einen ~ 
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wesentlich héheren Phosphorsiurewert ergaben als die ,, Ruhe- 
muskeln“. 

In einer Reihe weiterer, hier nicht im einzelnen zu 
schildernder Versuche konnte ich mich davon iiberzeugen, dai 
ganz ahnliche Unterschiede im Umfange der Phosphorsiure- 
bildung bei verschiedener Versuchstemperatur, wie ich sie am 
belasteten Muskel feststellte, auch am fast unbelasteten 
Muskel auftreten. 

Auf Grund der geschilderten Versuchsergebnisse kann es 
keinem Zweifel unterliegen, daB die GréBe der den Kontrak- 
tionsaugenblick iiberdauernden Phosphorséureabspaltung nach 
langere Zeit fortgesetzter Kinzelreizung isolierter Froschmuskeln 
in hohem Mafe von der Temperatur abhingig ist, derart, daB 
sie mit der Temperatur zunimmt. Fiir die Milchsiurebildung 
hat Meyerhof?) Ahnliches festgestellt. Er fand naimlich, daf 
das durch Tatigkeit erreichbare Milchsiuremaximum mit Er- 
niedrigung der Temperatur auBerordentlich stark absinkt. 


Zusammenfassung. 


Das wesentlichste Ergebnis der im vorangehenden ge- 
schilderten Versuche besteht darin, daB nach langere Zeit fort- 
gesetzter gleichartiger Reizung der beiderseitigen Gastrocnemien 
eines Frosches die Phosphorsiureabspaltung am Schlusse der 
Reizperiode in hohem MaBe von der Versuchstemperatur ab- 
hingig ist, derart, daB bei 25° C. eine weitaus gréBere Phos- 
phorsiurezunahme eintritt als bei 5° C. 





) O. Meyerhof, Pfitigers Archiv, Bd. 182, 8. 250 (1920). 









































Uber den Verlauf der Milchsiurebildung beim Tetanus. 
Von 


G. Embden, H. Hirsch-Kauffmann, E. Lehnartz und H. J. Deuticke. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung.) 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Oktober 1925.) 








Der Zusammenhang zwischen der stofflichen Umsetzung 
im Muskel und der charakteristischen Hauptfunktion der 
Muskulatur, ihrer Kontraktionsfihigkeit, bildet seit vielen Jahr- 
zehnten einen haufigen Gegenstand experimenteller Unter- 
suchungen und theoretischer Uberlegungen. Die seit langem 
bekannte Tatsache, daB der Gesamtorganismus und auch die 
Muskulatur selbst wahrend der Arbeitsleistung und auch im 
unmittelbaren Anschlu8 an vorangegangene Arbeit erhdhten 
Sauerstoffverbrauch zeigen, hat naturgemiB zu der Anschauung 
gefiihrt, daB die im Kontraktionsmoment freiwerdende mechanische 
und thermische Energie ihren unmittelbaren Ursprung in oe 
zeitig gesteigerten oxydativen Prozessen habe. 

So einleuchtend eine derartige Annahme von vornherein 
erschien, konnte sie jedoch nicht den experimentellen Befunden 
v. Weizsaeckers?) standhalten, welcher zeigte, daB das blau- 
siurevergiftete Herz bei starkster Herabsetzung des Sauerstoff- 
verbrauches noch langere Zeit arbeitsfihig bleibt, und der vor 
allem in grundlegenden Untersuchungen, die er im Hillschen 
Laboratorium vornahm, den Nachweis fihrte, daB die Steigerung 
der Warmebildung wihrend der Zuckung, die in neuerer Zeit 





1) v. Weizsaecker, Jl. of Physiol. Bd. 48, S. 396 (1914); Sitzungs- 
bericht der Heidelberger Akademie der Wissenschaften 1917. 
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von Hill und seiner Schule mit immer gréferer Zuverlissig- 
keit gemessen wurde, in ihrer GréBe unabhingig von der An- 
wesenheit von Sauerstoff ist. Konnte diese ,,initiale* Warme- 
bildung, eben weil sie unter anaeroben Bedingungen genau so 
wie in Sauerstoff erfolgt, sonach unmdglich oxydativen Ur- 
sprungs sein, so war man gendtigt, fiir sie nach einer anderen 
Quelle zu suchen. : 

In umfassenden Arbeiten haben Fletcher und Hopkins’) 
dargetan, daB waihrend ermiidender Tatigkeit des isolierten 
Froschmuskels eine starke Milchséurebildung erfolgt, was vor 
ihnen zwar oft vermutet aber niemals wirklich erwiesen war. 
Der wenige Jahre vor der Veréffentlichung der Untersuchung 
der genannten Autoren erbrachte Nachweis?), daB die Milchsiure 
im Tierkérper, ganz entsprechend einer friiher von Hoppe- 
Seyler ausgesprochenen Vermutung, ein Abbauprodukt der 
Kohlenhydrate ist, wobei ein Hexosemolekiil zwei Milchsiure- 
molekiile zu liefern imstande ist, lie} naturgemi8 daran denken, 
daB die im Kontraktionsmoment erfolgende Milchsiurebildung 
aus Kohlenhydrat, welche einen nicht unerheblich exothermen 
ProzeB darstellt, als diese unmittelbare Energiequelle im Augen- 
blick der Spannungs- oder Arbeitsleistung des Muskels an- 
zusehen ware. Diese gerade auch von dem einen von uns 
ausgesprochene und bis vor kurzem uneingeschrinkt geteilte 
Anschauung darf heute als nahezu herrschend bezeichnet werden; 
denn wenn auch der Unterschied in den Verbrennungswirmen 
der Muskelkohlenhydrate (in erster Linie des Glykogens) und 
der Milchsiiure nicht so betrichtlich ist, dab aus ihm allein 
die initiale Energieentwicklung hergeleitet werden kénnte, so 
ergibt sich doch, dab unter Hinzurechnung der Neutralisations- 
wirmen, wie sie bei der Kinwirkung der freigewordenen Milch- 
siure auf die Alkalien und namentlich auf die Kiweibkérper 





1) W. M. Fletcher u. F. G. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, 
S. 247 (1907). 

*) G. Embden, Vortrag auf dem 6. Internationalen Physiologen- 
kongreB zu Briissel 1904; Zbl. f. Physiol. Bd. 18, 8. 882(1905); C.v. Noorden 
u. G. Embden, Zbl, f. d. ges. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels, 
Neue Folge, 8. 1 (1906). 


Las eae we apie: 7 ~~ ~~ ~~ _ 
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der Muskeln entstehen, nahezu die gesamte im Kontraktions- 
augenblick freiwerdende Energie auf die Milchsaéurebildung 
aus Glykogen zuriickgefiihrt werden kann. Dies geht gleicher- 
maBen aus den thermodynamischen Untersuchungen Hills und 
seiner Schiiler wihrend einzelner Zuckungen und aus den 
calorimetrischen Bestimmungen hervor, die Meyerhof inns 
lingerer Arbeitsperioden vornahm. 

In der Tat erscheint es heute als eine weitgehend ge- 
sicherte Erkenntnis, daB bei langer andauernder Arbeitsleistung 
unter anaeroben Bedingungen die freiwerdende Energie der 
mit zunehmender Arbeit ansteigenden Milchsiurebildung aus 
Kohlenhydrat entstammt. 

Kine ganz andere Frage ist es freilich, ob wirklich die 
eben genannte exotherme chemische Reaktion die unmittel- 
bare Quelle der im Kontraktionsaugenblick freiwerdenden 
Energie ist, in dem Sinne, daB eine in diesem Augenblick mit’ 
explosionsartiger Geschwindigkeit erfolgende Milchsdiurebildung 
gerade jene Energie liefert, welche bei der gleichzeitigen 
Arbeitsleistung des Muskels frei wird. Denn von vornherein 
ware es auch denkbar, dab im Kontraktionsmoment potentielle 
Energie in kinetische tibergeht durch einen physikalischen 
Vorgang etwa an jenen kolloiden Eiwei8substanzen, deren im 
einzelnen noch unbekannte Zustandsinderungen das Wesen 
der Kontraktion ausmachen. 

Die zur Zeit so weit verbreitete Anschauung, daB die initiale 
Warmebildung und iiberhaupt die Energieproduktion wahrend 
der Zuckung auf die Milchséurebildung aus Kohlenhydrat zuriick- 
zufiihren ist, schlieBt natiirlich die Voraussetzung in sich — 
da sonst die dieser Reaktion entstammende Energiemenge nicht 
ausreichend sein wiirde —, daB die Steigerung der Milchsaure- 
bildung bei der Muskeltatigkeit ihrem ganzen oder annihernd 
ihrem ganzen Betrage nach eben wahrend oder unmittelbar 
vor der Kontraktion erfolgt. Der experimentelle Beweis hierfiir 
ist bisher nicht erbracht, ja bis zu den der vorliegenden Arbeit 
zugrundeliegenden Untersuchungen nicht einmal versucht worden. 

Von vornherein muf man leider darauf verzichten die 
Milchsaiurebildung wihrend einer einzelnen Zuckung zu be- 
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stimmen. Dafiir ist sie bei den gegebenen methodischen Mig- 
lichkeiten im Gegensatz zu der starken, bei einer einzigen 
Kontraktion nachweisbaren Phosphorsaurebildung viel zu gering, 
und die bisher fir die einzelne Kontraktion angenommenen Werte 
sind nach dem Vorgange Meyerhofs') aus der wahrend einer 
langeren Zuckungsreihe gebildeten Milchséuremenge errechnet. 

Besonders rasch erfolgt die Milchsiurebildung bekanntlich 
bei der tetanischen Kontraktion, und es gelingt, wihrend eines 
einzigen Tetanus von wenigen (5—10) Sekunden, einen Anstieg 
des Milchsiuregehaltes um mehrere, oft um viele hundertstel 
Proz. der Muskulatur festzustellen, | 

Ist nun diese nachweisbare Vermehrung der Milchsiaure 
auf die Zeit, wihrend der der tetanische Kontraktionszustand 
andauert, beschrankt, oder kann gesteigerte Milchsdiurebildung 
auch noch nach dem Aufhéren des Tetanus nachgewiesen 
werden? Diese Frage wurde zum Gegenstand einer lingeren 
Untersuchungsreihe gemacht, die von Laquer, Hirsch-Kauff- 
mann und Embden begonnen und von Hirsch-Kauffmann, 
Lehnartz, Deuticke und Embden fortgefiihrt wurde.?) 


Methodik. 


Die Methodik dieser Versuche war ziemlich einfach. 
Der linke und der rechte Gastrocnemius bzw. Semimem- 
branosus eines und desselben Frosches wurden genau gleich 
lange bei gleicher Belastung und gleichem Rollenabstand 
tetanisch gereizt, wobei die Reizzeit zwischen 5 und 10 Sekunden 
schwankte. Unmittelbar nach Unterbrechung der Reizung 
wurde der eine der Muskeln in fliissige Luft versenkt, der andere 
blieb nach Abschlu8 der Reizung noch einige, 5—20 Sekunden, 
in vereinzelten Fallen noch etwas linger, hiangen und kam 
erst jetzt in fliissige Luft. Angesichts der geringen zu be- 
stimmenden Milchséiuremenge reichte ein einziges Muskelpaar 
nicht aus, sondern die Versuche muBten an einer gréBeren 





t) 0, Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 282 (1920). 

*) Eine kurze Mitteilung des wesentlichsten Ergebnisses der vorliegen- 
den Untersuchung erfolgte bereits durch Embden (Klin. Wochenschr. 
Jahrg. 3, S.1893(1924), 9. Tagung der Deutsch. Physiol. Gesell., Rostock 1925). . 
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Anzahl von Fréschen, je nach deren GréBe 6—12, vorgenommen 
werden. In dem in friiher geschilderter Weise *) aus den Muskeln 
der beiden Reihen durch ZerstoBen in fliissiger Luft her- 
gestellten Muskelpulver wurde die Milchsiure bestimmt.) 

Im einzelnen gestaltete sich die Ausfihrung folgender- 
maBen: Die Gastrocnemien oder Semimembranosen, teils von 
Esculenten, teils von Temporarien wurden unmittelbar nach 
der Tétung der Tiere, die haiufig zur Ruhigstellung einige 
Stunden vor Versuchsbeginn im Eisschrank oder auf Eis auf- 
bewahrt worden waren, pripariert und an Elektroden befestigt. 
Die untere Elektrode bestand ebenso wie in den Versuchen 
der eben erwihnten Arbeit von Embden und Lawaczeck 
in einem starken Kupferdraht, der zu einem spitzen Haken 
umgebogen war, an dem die Achillessehne befestigt wurde, die 
obere in einem Platinhaken, der seinerseits an einen dtinnen 
Kupferdraht angelétet war, durch den die Verbindung mit 
einem Schreibhebel hergestellt wurde. 

Die Muskeln wurden teils in belastetem Zustande (Be- 
lastung 17 oder 25 g), teils unbelastet gereizt. Kine Zeit lang 
vor der Reizung wurden sie in KopyloffgefiBe versenkt, die in 
ihnlicher Weise wie in einer voranstehenden Arbeit von Embden 
und Hentschel als feuchte Kammern hergerichtet waren. 
Durch ein bis zum Boden des GefiBes, der mit 2 ccm Ringer- 
lésung bedeckt war, reichendes Glasrohr wurde in der Mehr- 
zahl der Versuche ein Wassersiofistrom in rasch aufeinander- 
folgenden Blasen durchgeleitet, um die Méglichkeit oxydativer 
Vorgiinge wahrend der ersten Sekunden nach dem Tetanus 
auszuschalten. Aus dem gleichen Grunde wurden in einer 
Anzahl unserer Versuche (Kinzelheiten sind aus der Reihe 10 
der Tab. 1 ersichtlich) beide Muskeln vor der Tetanisierung 
zunaichst im gleichen Stromkreis mit 20—30 Kinzelinduktions- 
schligen gereizt; sie blieben hiernach zunachst noch einige 
Zeit in Wasserstoff. Wir suchten auf diese Weise einen 





!) @. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 
(1922). | 

®) H. Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924); 
G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, 8. 297 (1925). | 
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méglichst weitgehenden Verbrauch des intramuskuliren Sauer- 
stoffes herbeizufiihren, doch erwies sich im weiteren Verlauf 
die eben geschilderte MaBnahme als unnétig, und auch das 
Fortlassen der Wasserstoffdurchleitung, ja, wie aus unseren 
ersten Versuchen hervorgeht, selbst Sauerstoffdurchleitung anderte 
nichts an den Ergebnissen. Nach Ablauf von etwa +/, Stunde 
wurden die KopyloffgefaBe ohne Beriihrung oder Erschiitterung 
des Muskels entfernt und nun der zu untersuchende Muskel 
faradisch gereizt. Der Reizstrom war stets so stark, daB der 
Muskel sich maximal kontrahierte. Oft wurde mit dem be- 
nutzten kleinen Induktorium beim Rollenabstand 0 gereizt. Die 
Muskeln erschlafften sofort nach der Unterbrechung der Reizung, 
manchmal blieb hierbei ein gewisser Verkiirzungsriickstand, viel- 
fach nahm die Tetanushéhe schon gegen Schlu8 der Reizung ab. 

Unmittelbar nach der Unterbrechung der Reizung wurde 
ein mit fliissiger Luft gefiilltes DewargefiB, das schon gegen 
SchluB der Reizungsperiode in gréBerer Entfernung unter den 
Muskel gebracht worden war, so rasch wie méglich gehoben 
und dadurch der Muskel in fliissige Luft versenkt. Um die 
Versenkung mit denkbar gréBter Beschleunigung der Reiz- 
unterbrechung folgen zu lassen, wurden Reizunterbrechung und 
Vervringung des Muskels in fliissige Luft stets von ein und 
derselben Person vorgenommen. Der zweite Muskel wurde 
erst nach der bei den einzelnen Versuchen angegebenen Zeit 
(5—830 Sekunden nach Beendigung der Reizung) in flissige Luft 
versenkt. 

Die saimtlichen gleichartig behandelten Muskeln eines und 
desselben Versuches wurden nach Entfernung der Elektroden 
— in ein kleines Stiick bester Verbandgaze eingeschlagen — 
in. fliissiger Luft zerstoBen, wobei streng darauf geachtet wurde, 
daB keine gréBeren Muskelstiicke erhalten blieben. Die Zer- 
kleinerung der Muskulatur geschah wie friither im Porzellan- 
moérser mit Porzellanpistill. Das Muskelpulver wurde mittels 
eines mit fliissiger Luft gekihlten Nickelléffels in einen ana- 
lytisch gewogenen, mit Glasstopfen verschlieBbaren Erlenmeyer- 
kolben von etwa 100 ccm Inhalt tbergefillt. Dieser enthielt 
eine genau gemessene Menge 4°/,iger Salzsiure (10—20 ccm), 
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die in vielen Versuchen mit Kochsalz gesittigt war. Die 
Flissigkeit wurde vor dem Einfillen des Muskelpulvers durch 
Verbringen des GefaiBes in EKis- oder Kaltemischung stark ge- 
kihlt. Unmittelbar nach dem Einbringen des Muskelpulvers 
wurde dieses durch vorsichtig schwenkende Bewegungen in 
allen seinen Teilen mit Salzsiure benetzt. Die Bewegungen 
des GefaBes hérten erst auf, wenn die zunichst auf der kochsalz- 
gesattigten Fliissigkeit in gefrorenem Zustande schwimmende 
Muskulatur griindlich durchtrinkt war. Die GefaiBSe blieben 
mit Glasstopfen verschlossen eisgekiihlt stehen und erwarmten 
sich dann ganz allmihlich auf die Temperatur des Wage- 
zimmers. Nach der Ermittelung der verwandten Muskelmenge 
durch eine zweite analytische Wagung wurde mit einer genau 
der der urspriinglich verwandten Fliissigkeit entsprechenden 
Wassermenge verdiinnt und nunmebr ebenfalls mit dem gleichen 
Volumen Quecksilberchloridlésung von 5°/, die EiweiSfallung 
nach Schenck vollendet. Zur Herbeifiihrung vollstandigen 
Diffusionsausgleiches verblieb die Fliissigkeit — anfanglich 
unter haufigem Umschiitteln — iiber Nacht stehen. Die Weiter- 
verarbeitung, die ganz in der von Hirsch-Kauffmann}) ge- 
schilderten Weise, in allen spiteren Versuchen unter Verwendung 
einiger kleiner, kiirzlich beschriebener Verbesserungen”) vor- 
genommen wurde, begann frihestens etwa 16 Stunden nach 
Ausfiihrung der Schenckfallung. Stets wurden fiir die beiden 
Bestimmungen méglichst groBe, gleiche aliquote Fliissigkeits- 
mengen verwendet. Die Genauigkeit der Bestimmungen nahm 
wihrend des Verlaufes der tiber langere Zeit sich hinziehenden 
Arbeit durch die Einfiihrung der eben erwahnten methodischen 
Verbesserungen, sowie durch Verwendung schwiacherer Jod- 
lésungen zur Titration (im Anfang n/50, dann 0/100 und 
zuletzt n/200) und gewiB auch durch zunehmende Ubung zu. 

AuBer der Milchsiure wurde in der Mehrzahl der Ver- 
suche auch die Phosphorsaure bestimmt. Es ergab sich hierbei, 
daB die unmittelbar nach Aufhéren der tetanischen Reizung 





1) H. Hirsch-Kauffmann, a. a. 0., 8. 48. | 
2) G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, 8. 297 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLI. 15 
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und die 5—10 Sekunden spater untersuchten Muskeln (beide be- 
fanden sich im Zustande einer gewissen Ermiidung) fast immer 
genau die gleichen Phosphorsiuremengen enthielten. In den 
meisten spiteren Versuchen wurden die Phosphorsiurebestim- 
mungen nur deswegen ausgefiihrt, um Irrtiimer bei der Vor- 
bereitung der Milchsiurebestimmung, die am gleichen Filtrat 
wie die Phosphorsaure vorgenommen wurde, auszuschlieBen. Auf 
eine Wiedergabe der Phosphorsiurewerte im einzelnen wird im 
folgenden verzichtet. 


Versuchsergebnisse. 


In der nachstehenden Tab. 1 (S. 218—223) sind die simtlichen 
in der Zeit vom Dezember 1923 bis zum Februar 1925 vorgenom- 
menen Versuche tabellarisch zusammengestellt. Ausgeschlossen 
sind, von den mit abweichender Technik ausgefihrten abgesehen, 
nur wenige Versuche, bei denen wihrend der Reizung Versehen 
oder bei der Bestimmung Unfalle vorkamen. Nochmals sei 
betont, da®B der Genauigkeitsgrad der spiteren Milchsaure- 
bestimmungen sicherlich ein gréBerer ist als der der friiheren. 

Aus der mit Bemerkungen bezeichneten Reihe 10 sind 
die Besonderheiten in der Anordnung der einzelnen Versuche 
ersichtlich. Als Muskel a ist iiberall der sofort nach Abschlu8 
der Reizung in fliissige Luft versenkte, als Muskel b der erst 
eine Reihe von Sekunden spiter verarbeitete bezeichnet. Aus 
den Vertikalreihen 2 und 5 geht das Gewicht der nach Schenck 
gefallten Muskulatur hervor. Der Verbrauch der Jodlésung 
bei der Titration gleicher, méglichst groBer aliquoter Teile der 
nach der Kupferkalkfallung gewonnenen F'lissigkeit ist aus 
den Kolonnen 3 und 6 ersichtlich. AuBerdem ist hier auch die 
Normalitaét der zur Titration verwandten Jodlésung angegeben. 
Von der Wiedergabe weiterer analytischer Kinzelheiten (fiir die 
Kupferkalkfallung verwandter Flissigkeitsmengen, Menge des 
Kupferkalkfiltrates) sei abgesehen. Die Ergebnisse der Versuche 
gehen aus den Reihen 4 und 7 hervor, in denen der Milchsiure- 
gehalt der Muskeln a und b in Prozent der Muskulatur angegeben 
ist. In den Reihen 8.und 9 ist die Verinderung der Milchsaure- 
menge wahrend der auf den Tetanus folgenden Ruhepause in 
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Prozent der Muskulatur und des unmittelbar nach der Reizung 
gefundenen Wertes berechnet. Von Versuch 15 ab war der 
Fehler der Methode nicht gréfer als etwa 5—6°/,, auch vorher 
dirfte die Fehlerbreite héchstens 8—10°/, betragen haben. 
In den ersten 6 Versuchen wurden die Kopyloffgefai8e vor 
der Ausfiihrung des Reizversuches entweder mit Sauerstoff 
durchstrémt (Versuche 1—4) oder es wurde iiberhaupt kein 
Gas durchgeleitet (Versuche 5 und 6). In den folgenden 20 Ver- 
suchen (7—26) war etwa 1/, Stunde vor Versuchsbeginn Wasser- 
stofi durch die KopyloffgefiBe geleitet worden, die letzten 
8 Versuche wurden wiederum einfach in Luft vorgenommen. 
Vergleicht man zunachst die Vertikalreihen 4 und 7, so 
sieht man, daS fast ausnahmslos iiberall da, wo gréBere Unter- 
schiede sich finden, ein Mehrgehalt des spaiter verarbeiteten 
Muskels erkennbar ist. Legen wir fir die Versuche 1—14, 
bei deren Anstellung, wie wir eben erwahnten, die Milchsiure- 
bestimmung nach y. Fiirth und Charnass in der von Hirsch- 
Kauffmann beschriebenen Weise ausgefiihrt wurde, also noch 
nicht den spateren Genauigkeitsgrad hatte, einen Maximalfehler 
von 10°/, zugrunde’), so gelangte, wie aus der Vertikalreihe 9 
hervorgeht, 5 mal (in den Versuchen 1, 9, 10, 11, 12) tiberhaupt 
keine auSerhalb der Feblergrenze der Bestimmung gelegene 
nachtrigliche Milchsiurevermehrung zur Beobachtung. 8 mal 
(Versuche 2, 3, 4, 5, 7, 8,13, 14) wurde eine Milchséurezunahme 
gefunden, die in der Mehrzahl der Fille (siehe namentlich die 
Versuche 2, 3, 4, 5, 8) weit auBerhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmungsmethode auch in ihrer unvollkommeneren Form 
gelegen war. Demgegeniiber konnten wir nur ein einziges Mal 
(Versuch 6) einen Mindergehalt der spiter verarbeiteten Musku- 
latur an Milchsiure feststellen.’) 
In den 20 letzten Versuchen (von Versuch 15 ab) fanden 





1) Siche Hirsch-Kauffmann, a. a. O., S. 42. 

*) AuBer dem Versuch 6 wurde ein die Fehlergrenze der Bestimmung 
iiberschreitender Mindergehalt des spiter verarbeiteten Muskels tiberhaupt 
nicht beobachtet, wenn wir von einem Versuch absehen, bei dem wih- 
rend der Dberfthrang der Bestimmungen die Kiihlung versagte, wodurch 
sicher ein grober analytischer Fehler entstand. 
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wir in den spiter verarbeiteten Muskeln niemals eine geringere 
Milchsiéuremenge als in den sofort nach der tetanischen Reizung 
untersuchten. 6 mal enthielten beide Muskeln gleichviel Milch- 
siure (Versuche 17, 18, 19, 21, 25, 33), wobei die Unterschiede 
zwischen beiden Bestimmungsergebnissen tiberall geringer als 
2°/, waren, 14mal zeigte der spaiter verarbeitete Muskel einen 
héheren Milchsdéuregehalt. Auch wenn man, was fiir diese 
spater angestellten Versuche eine zu ungiinstige Annahme ist, 
eine Fehlerméglichkeit von etwa 8°/, in Rechnung zieht, so 
wiirde nur einmal in diesen 20 Versuchen (Versuch 32) der 
Milchsiuremehrgehalt des Muskels b innerhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung gelegen sein. In der tiberwiegenden 
Mehrzahl erreicht dieser Mehrgehalt auch bei den spiiter an- 
gestellten Versuchen auBerordentlich hohe Werte (siehe Ver- 
suche 15, 20, 22, 28, 24, 26, 27, 28, 29, 31). 

Kiner besonderen Besprechung bedarf Versuch 34, der 
letzte dieser Reihe. Hier wurden die a-Muskeln nicht sofort 
nach Abschlu8 der Reizung, sondern 10 Sekunden spiiter in 
fliissige Luft versenkt, die b-Muskeln erst nach weiteren 20 Se- 
kunden. In diesem Versuche war also die vermehrte Milch- 
siurebildung 10 Sekunden nach Beendigung des Tetanus noch 
nicht abgeschlossen. 

Weswegen die ,nachtrigliche Milchsiurebildung“, wie die 
beobachtete Erscheinung kurz genannt sei, nicht in allen Ver- 
suchen auftrat, la8t sich vorerst nicht entscheiden. Einmal ist 
wohl daran zu denken, da& der Milchsiuregehalt der beider- 
seitigen Muskeln auch bei méglichst gleichartiger Vorbereitung 
und Ausfiihrung des Reizversuches nicht immer gleich ist. 
Enthielten die im b-Versuch verarbeiteten Muskeln unmittelbar 
nach der Reizung weniger Milchséure als die a-Muskeln, so 
konnte die nachtrigliche Milchsaiurebildung natiirlich erst nach 
Uberschreiten des a-Wertes in Erscheinung treten. Eine un- 
mittelbar nach Abschlu8 der Reizung vorhandene Ungleichheit 
des Milchsiuregehaltes im umgekehrten Sinne wiirde anderer- 
seits die nachtragliche Milchsiurebildung zu groB erscheinen 
lassen. Angesichts der T'atsache, daB unter 84 Versuchen nur 
ein einziges Mal ein die Fehlergrenze tiberschreitender Minder- 
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gehalt des spiter verarbeiteten Muskels eintrat'), wahrend 
22 mal eine auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
liegende nachtrigliche Vermehrung zu beobachten war, ist es 
natirlich véllig ausgeschlossen, daB die nachtragliche Milch- 
siurebildung nur der Ausdruck zufalliger Unterschiede war. 


















































Tabelle 2. 
Muskel c Muskel b 
re . ae ° m 
Versuchs-| “3 38 | =| 4 33 a = 
5 ESioss| § ESio32 
Nr. 2 ah a Fl ¢ 3 Ei Son Bemerkungen 
! on a: |S 3 om : ; 
Datum | © iaclees| & |eelees 
wD i ra CL, etd 5 — Dy td 
e |f8iS S| 2 |28\|s"'2 
= Ho|™ =| = ES | 
1 2 eee 5 6 7 8 
85  |10,7466| 5,65 | 0,0507] 10,7840 | 5,55 | 0,0497| Muskeln unbelastet in 
13. 1V. 24 n/100 0/100 Wasserstoff. 
aund b: je 10sec gereizt. 
Der Unterschied betragt 
| i 
36 9,2824| 7,4 |0,0728] 9,5596| 7,35 | 0,0705|Muskeln unbelastet in 
1. V. 24. n/100 n/100 Wasserstoff, siimtliche 
| Muskeln 20 Einzel- 
induktionsschlige. 
| | a und b: je 10see gereizt 
| | und 10 see erholt. 
| Der Unterschied betrigt 
{ 3,2 °/ 9: 





| i 


In 2 Versuchen mit gleichartiger Reizung der beiderseitigen 
Muskeln und gleichzeitiger Versenkung in fltissige Luft (siehe 
Tab. 2), wobei einmal beide Muskeln unmittelbar nach Ab- 
schlub der Reizung, das zweite Mal beide erst 10 sec spiter 
in flissige Luft versenkt wurden, fanden sich freilich ganz 
nahe iibereinstimmende Werte. Der Unterschied lag in Ver- 
such 36, wo er gréBer als im vorangehenden war, bei wenig 
tiber 3°/,. 

_ Hs ist nicht ausgeschlossen, daB wirklich die nachtragliche 





1) Wir halten es nicht fiir ausgeschlossen, daB hier ein Analysen- 
fehler vorliegt. 
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Milchsaiurebildung von Fall zu Fall in verschiedenem Mabe 
eintritt. Namentlich schien es uns so, als ob Frésche ver- 
schiedener Herkunft sich verschieden verhielten. Die zu den 
Versuchen 29—34, in denen nur einmal die nachtrigliche 
Milchsaurebildung ausblieb, verwandten Muskeln waren be- 
sonders gut erregbar und arbeitsfahig. Vielleicht zeigt die an 
den Kontraktionsvorgang anschlieBende Milchséurebildung ahn- 
liche individuelle quantitative Unterschiede wie die in der 
Atmung zum Ausdruck kommende oxybiotische Reaktion des 
Muskels auf den Kontraktionsvorgang. Die Tatsache, daf 
waihrend der auf einen kurzdauernden Tetanus folgenden 5 bis 
30 Sekunden in der iiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche 
(in 22 von 34) eine vermehrte Milchséurebildung auftrat, steht 
jedenfalls fest, und auch das einzige in der umgekehrten Rich- 
tung gelegene Ergebnis (Versuch 6) vermag daran nichts zu 
andern. 

Welche Hohe die nachtrigliche Milchsiurebildung erreichen 
kann, geht aus der Reihe 9 in den Versuchen 2, 3, 5, 8, 15, 
20, 26, 27, 29, 31 hervor. Uberall iibertrifft hier der Milch- 
siuregehalt des Muskels b jenen des Muskels a um mehr, zum 
Teil um weit mehr als 30°/,. 

Leider ist es auf Grund unserer Versuche nicht miglich, 
das Verhiltnis der nachtriglichen Milchsiurebildung zu der 
wihrend des Tetanus erfolgenden zu ermitteln, weil der ur- 
spriingliche Gehalt des ruhenden Muskels an Milchsiure nicht 
festgestellt werden konnte. Wiirden wir ihn auf Grund friherer 
vielfacher Beobachtungen zu etwa 0,02°/, der Muskulatur an- 
nehmen, so wiirde sich fir eine Reihe der Versuche eine nach- 
trigliche Milchsiurebildung von einer GréBenordnung be- 
rechnen, die der wihrend des Tetanus erfolgenden sehr ahn- 
lich ist. 

Wie verhilt sich der Umfang der nachtriglichen Milch- 
siurebildung zu der waihrend der Ruheanaerobiose isolierter 
Froschmuskeln eintretenden? Nehmen wir die letztere mit 
Meyerhof und R. Meier’) mit etwa 0,01°/, der Muskulatur 





) QO. Meyerhof u. R. Meier, Pfliigers Arch. Bd. 204, S. 448 (1924). 
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pro Stunde an, so ergibt sich fir die nachtrigliche Milchsiure- 
bildung ein auBerordentlich hohes Vielfaches dieses Wertes. 
So betrug sie z. B. in Versuch 24, in welchem wihrend der 
10 auf den Tetanus folgenden Sekunden 0,0211°/, Milchsaiure 
gebildet wurde, auf die Stunde umgerechnet annadhernd 7,6°/,, 
d.h. mehr als das 700fache der eben genannten Milchsaure- 
bildung wahrend der Ruheanaerobiose, und sie wirde auch 
die von E. I. Lesser’) sowie von Meyerhof und Meier?) am 
ganzen Tier beobachtete anaerobiotische Milchsiurebildung 
(durchschnittlich etwa 0,03°/, pro Stunde) noch um mehr als 
das 200fache iibertreffen. Die in den ersten 10—30 Sekunden 
nach dem Tetanus in den geschilderten Versuchen festgestellte 
Milchséurezunahme gehért also einer vollig anderen Gréfen- 
ordnung an wie die wihrend der Ruheanaerobiose erfolgende. 

Noch ein Einwand gegen die eben geschilderten Versuche 
soll gleich hier erértert werden. Es wire denkbar, wenn auch 
von vornherein auBerordentlich unwahrscheinlich, daB die in 
den ersten Sekunden nach dem Tetanus beobachtete Milch-— 
siiurebildung als Ausdruck einer durch Uberreizung der Muskeln 
beobachteten Dauerschidigung, d. h. einer irreversiblen Ver- 
inderung angesehen werden miiBte. Da8 dies nicht der Fall 
ist, geht aus einer Reihe von Kontrollversuchen hervor, die 





1) E. I. Lesser, Biochem. Zs. Bd. 140, 8. 571 (1928). 

*) O. Meyerhof u. R. Meier, a.a.0. Es erscheint als nicht un- 
wahrscheinlich, daB die von Meyerhof [Pfligers Arch. Bd. 204, 8. 327, 
Tab. 11 (1924)] fiir lingere, an Arbeitsperioden sich anschlieBende Ruhe- 
pausen unter SauerstoffabschluB beobachtete Verdoppelung der Milch- 
siiurebildung gegeniiber der Ruheanaerobiose ebenso wie in unseren 
Versuchen wenigstens zum Teil auf eine im unmittelbaren Anschlu8 an 
die Arbeitsperiode sich vollziehende ,,nachtrigliche Milchsiurebildung* 
zuriickzufiihren ist. Wir sahen in einem im itibrigen ganz in der oben 
geschilderten Weise angestellten Versuch 30 Sekunden nach Abschlu8 
der tetanischen Reizung einen Milchsiuregehalt von 0,0777°/,, nach 
80 Minuten einen solchen von 0,100°/,. Die Differenz entspricht einer 
stiindlichen Milchsiurebildung von etwa 0,066°/,. Dieser Wert ist 
merklich gréBer als der héchste von Meyerhof nach langerer ,,an- 
aerober Inkubation nach Reizung mit Einzelinduktionsschligen beob- 
-achtete, trotzdem méglicherweise ein erheblicher Teil der nachtraglichen 
Milchsiurebildung schon nach 30 see erfolgt war. 
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zu dem ibereinstimmenden Ergebnis fihrten, daB in gleicher 
Weise wie in unseren Versuchen gereizte Muskeln sich nach 
dem Aufenthalt in Sauerstoff so weitgehend erholten, daB ihre 
Reizschwelle nicht nur die vor der Tetanisierung beobachtete 
bald wieder erreichte, sondern sogar mehrfach unterschritt. 
Von einer Schilderung dieser Versuche im einzelnen soll ab- 
gesehen werden. 


Zusammenfassung und SchluBfolgerungen. 


In den im vorangehenden geschilderten Untersuchungen 
hérte die bei kurzer tetanischer Reizung isolierter Frosch- 
muskeln eintretende Milchsiurebildung in der Mehrzahl der 
Falle keineswegs unmittelbar nach Schlu8 der Reizung und der 
Erschlaffung des Muskels auf, sondern die Miichsiure nahm 
waihrend der niaichsten 5—30 Sekunden weiter zu, wobei die 
Zunahme vielfach eine auBerordentlich starke war. Auf die 
Stunde umgerechnet handelte es sich um Werte, die 6fters 
den Betrag der in Ruheanaerobiose erfolgenden um das mehr- 
hundertfache ibertrafen. 

Hiernach ist die Steigerung der Milchsiurebildung beim 
Tetanus von der angegebenen Dauer zeitlich keineswegs an 
den Kontraktionszustand gebunden, sondern sie kann auch 
nach Ablauf der Kontraktion in gewaltigem MaBe weiter fort- 
schreiten. 

Wenn die Verhiltnisse auch bei noch kiirzeren Tetani, 
wie sie von Hill und seinen Schiilern gelegentlich ihrer myo- 
thermischen Untersuchungen vielfach angewandt wurden, und 
bei der Zuckung 4hnlich liegen sollten, was uns von vorn- 
herein als sehr wahrscheinlich erscheint und wofiir wir in 
freilich noch nicht abgeschlossenen Versuchen auch gewisse 
Anhaltspunkte gewannen, so wire es nicht linger statthaft, die 
gesamte, wihrend einer lingeren Arbeitsperiode erfolgende 
Milchsiurebildung in die eigentliche Kontraktionszeit zu ver- 
legen. 

Wenn aber ein unter Umstinden sehr erheblicher Anteil 
der gebildeten Milchsiiure erst nach der Kontraktion frei wird, 
so reicht die bei der exotherm erfolgenden Milchsiurebildung 
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aus Kohlenhydrat freiwerdende Energie nebst den daran sich 
anschlieBenden exothermen Vorgingen (Neutralisationswirmen 
an Alkalien und EiweiBkérpern usw.) als einzige Energiequelle 
wahrend des Kontraktionsvorganges nicht aus, und es entsteht 
die Notwendigkeit, nach anderen Quellen fir die Energie- 
lieferung im Kontraktionsmoment zu suchen. Diese Energie- 
quellen kénnten entweder in noch unbekannten exotherm 
erfolgenden chemischen Reaktionen bestehen oder itiberhaupt 
nicht chemischer, sondern physiko-chemischer (kolloid- 
chemischer) Natur sein. 

Dem Nachweis mit positiver Warmeténung einhergehender 
Kolloidzustandsinderungen bei der Kontraktion wiirde daher 
die gréBte Bedeutung zukommen. 

DaB bei ermiidender Muskeltitigkeit unter Umstanden 
Verainderungen im biologischen Verhalten der Muskulatur ein- 
treten, die wahrscheinlich auf eine bei der Ermiidung auf- 
tretende Kolloidzustandsinderang an den intrafibrillaren KiweiB- 
kérpern zuriickzufiihren sind, geht aus kirzlich veréffentlichten 
Untersuchungen von Embden und Jost+) hervor, und es ware 
denkbar, daB es sich in den Versuchen dieser Autoren gerade 
um die im Kontraktionsaugenblick energieliefernden Kolloid- 
veranderungen handelt, da8 also wirklich die in der Kontraktion 
unmittelbar sich entladende Energie physiko-chemischer (kolloid- 
chemischer) Art ist. Vielleicht kommt danach, wie schon in 
der zuletzt erwihnten Arbeit erértert wurde, im energetischen 
Sinne den exothermen chemischen Reaktionen, mégen sie oxy- 
dativer oder girungsartiger Natur sein, nur die Bedeutung der 
Wiederaufladung eines physiko-chemischen Akkumulators zu, 
der sich im Kontraktionsaugenblick entlidt, oder, um ein von 
Bethe verwandtes Bild zu gebrauchen, die exothermen che- 
mischen Vorginge ziehen gleichsam nur die Feder einer Uhr 
auf, die im Kontraktionsmoment von selbst ablauft. 





1) G. Embden u. H. Jost, Dt. med. Wochenschr. Nr. 16, S. 636 
(1925); siehe auch G. Embden, Vortrag, gehalten a. d. 9. Tagung der 
Dt. Physiol. Gesellsch. in Rostock, 1925, Eine ausfihrlichere Schilderung 
der dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wird in dieser Zeitschrift 
verdffentlicht werden. 
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Nach einer weitverbreiteten Anschauung muB die Toten- 
starre als ein kontraktionsihnlicher Vorgang angesehen werden. 
Wenn diese Anschauung richtig ist, so sprechen auch die von 
H. J. Deuticke’) in einer jiingst veréffentlichten Untersuchung 
erhobenen Befunde durchaus in dem gleichen Sinne wie die 
eben geschilderten Versuchsergebnisse. Deuticke fand nim- 
lich eine Versuchsanordnung, bei der Totenstarre eintritt, trotz- 
dem gleichzeitig der Milchsiuregehalt abnimmt und auch 
keinerlei Vermehrung von Phosphorséure sich nachweisen 1aBt. 
Hier war sicherlich die Totenstarre nicht die unmittelbare 
Folge einer Saiuerung. 

Es liegt gewiB nahe, die im vorangehenden beschriebene 
Milchsaurebildung mit der verzégerten, d.h. nach Ablauf des 
gesamten Kontraktionsvorganges sich abspielendén anaeroben 
Warmebildung, wie sie von Hill und Hartree?) gefunden 
wurde, in Zusammenhang zu bringen. Auch der Betrag der 
verzogerten Wiarmebildung scheint nach den Angaben der ge- 
nannten Autoren ein sehr wechselnder sein zu kénnen. An 
sich wire freilich das Auftreten einer verzégerten Milchsaure- 
bildung durchaus méglich, ohne daB eine verzégerte Warme- 
bildung in Erscheinung tritt. Denn wenn, wie wir glauben 
méchten, die exotherm verlaufenden anaeroben chemischen 
Reaktionen dazu benutzt werden, einen im Kontraktionsmoment 
eintretenden exothermen kolloid-chemischen Vorgang wieder 
riickgingig zu machen, so mu8 der thermische Effekt der ver- 
zogerten Milchsiurebildung zum Teil verschwinden, ja er 
braucht iiberhaupt nicht in die Erscheinung zu treten. Wenn 
das jeweilige thermische Verhalten des Muskels die Resultante 
verschiedenartiger, unter Umstinden gleichzeitig sich abspielen- 
der exothermer und endothermer Vorginge, teils physikalischer, 
teils chemischer Natur ist, so wird man aus der Verfolgung 
der Gesamtwirmeténung ebensowenig bindende Schliisse auf 
die Einzelheiten des intermedidren Energiewechsels 





1) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 149, S, 259 (1925); siehe auch 
Vortrag, gehalten a. d. 9. Tagung d. Dt. Physiol. Ges. in Rostock, 1925. 

*) W. Hartree u. A. V. Hill, J. — Bd. 56, S. 367 (1922); 
Bd. 58, S. 127 (1928). - 
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ziehen kénnen, wie es méglich ist, aus einer Stoffwechselbilanz 
den Verlauf der intermediiren Stoffwechselvorginge 
herzuleiten.") 





1) Unabhingig von den kiirzlich von Embden und Jost ent- 
wickelten Vorstellungen (siche auch G. Embden, Handbuch der nor- 
malen und pathologischen Physiologie Bd. 8, 1. Hilfte, 8. 484, 1925. Verlag 
Springer, Berlin) hat neuerlich Bohnenkamp auf Grund seiner thermo- 
elektrischen Messungen am Herzen, bei denen er eine streng an den 
Erschlaffangsvorgang gebundene und von dem Ausma® der Erschlaffung 
abhingige endotherme Phase fand, die Anschauung ausgesprochen (Vor- 
trag, gehalten a. d. 9. Tagung d. Dt. Physiol. Gesellsch. in Rostock, 1925), 
daB es sich bei dem eigentlichen Kontraktionsmechanismus um eine rein 
physikalische Wirmeténung handelt, daB der Mechanismus der Muskel- 
kontraktion eine im engeren Sinne physikalische Maschine ist. 
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Uber die Milchsiuregarung. IT. 
Von 


Artturi I. Virtanen, H. Karstrém und R. Blick. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki-Finnland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Oktober 1925.) 


Die physiologisch so wichtige Milchsiuregirung ist, wenn 
man nur die Beziehung zwischen Ausgangsmaterial und End- 
produkten betrachtet, die einfachste Garungsspaltung des 
Zuckers. Nach der Spaltung der Hexosekette in der Mitte 
treten keine Spaltungen mehr ein, und die Komplikationen, 
welche bei anderen Girungen durch den weiteren Abbau der 
3-Kohlenstoffverbindungen verursacht werden, bleiben aus. Nach- 
dem einer von uns) gezeigt hat, daB die ersten Stadien — 
Co-Zymasewirkung, Phosphorylierung — der Alkohol- und 
Milchsauregiirung und wahrscheinlich auch die ersten Spalt- 
produkte der Hexose bei den beiden Garungen dieselben sind, 
haben wir unsere besondere Aufmerksamkeit auf den Reaktions- 
chemismus der Milchsiuregirung gerichtet in der Hoffnung, daB 
das Studium der Milchsiuregirung vielleicht Klarheit iiber die 
primiren Spaltprodukte der Hexosekette bringen kénnte. 

Neuberg und Mitarbeiter haben durch ihre sinnreiche 
Abfangmethode die letzten Stadien der alkoholischen Garung 
aufgeklirt und die Brenztraubensiure als Zwischenprodukt bei 
der Garung wahrscheinlich gemacht. Die ersten Spaltprodukte 
der Hexosekette sind jedoch auch nach Neuberg nicht klar, 
und einen Beweis dafiir, daB die Brenztraubensiure ganz 
allgemein ein Zwischenprodukt bei den biochemischen Zucker- 





1) Virtanen, Diese Zs. Bd. 188, S, 186 (1924); Bd. 148, S. 71 (1925). 
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abbaureaktionen wire, gibt es nicht. Es ist anzunehmen, dab 
sowohl die Brenztraubensiure als die Milchsiure stabile Um- 
wandlungsprodukte der primaren 3-Kohlenstoffverbindung sind. 
DaB die beiden Sauren durch geeignete Mikroorganismen 
vergarbar sind, ist bekannt. 

Die bei der Spaltung entstehende primaire 3-Kohlenstoff- 
verbindung ist offenbar sehr reaktionsfahig nach verschiedenen 
Richtungen. Welche diese 3-Kohlenstoffverbindung, die die 
zentrale Stellung bei den Garungen einnimmt, ist, bleibt noch 
dunkel. Méglich und sogar wahrscheinlich ist, daB sie eine 
ganz labile Struktur hat, welche von keiner bekannten Struk- 
turformel ausgedriickt wird. 

Von den bekannten Verbindungen, welche als Spaltungs- 
produkte der Hexosekette entstehen kénnen, sind Glycerin- 
aldehyd, Dioxyaceton und Methylglyoxal die wahrscheinlichsten. 
Alle diese Verbindungen kénnen theoretisch in zahlreichen iso- 
meren Formen existieren. Daf die wahrscheinlich stabilsten 
Formen, welche nach den iiblichen Methoden zu erhalten sind, 
als Spaltungsprodukt bei den Girungen entstehen, ist nicht 
anzunehmen. Darum ist auch die Nichtvergirbarkeit dieser 
Verbindungen kein definitiver Beweis dafiir, da8 andere isomere 
Formen nicht als Zwischenprodukt vorkommen kénnen. 

Sehr interessant ist, daB sowohl Glycerinaldehyd und 
Dioxyaceton als auch Methylglyoxal gute Milchsaurebildner 
im Organismus sind, Embden’), Baldes und Schmitz, 
Loeb?) und Griesbach*) haben gefunden, daB Glucose und 
Dioxyaceton ziemlich gleich gut, Glycerinaldehyd noch besser 


durch Blutkérperchen in Milchsiure iibergehen. Isaac und - 


Adler‘) haben im Tiere eine starke Erhéhung der Milchsiure 
durch Dioxyaceton konstatiert. Nach Neuberg’) und Dakin 
und Dudley*) wird Methylglyoxal durch tierische Gewebe 





1) Biochem. Zs. Bd. 45, S. 128 (1912). 

*) Biochem. Zs. Bd. 50, S. 451 (1913), 

8) Biochem. Zs. Bd, 50, S. 457 (1913). 

4) Berl. klin. Wochenschr. Bd. II, 8. 1208 (1924). 
5) Biochem. Zs. Bd, 49, S. 502 (1918); Bd. 51, S. 484 (1918). 
6) Jl. of Biol. Chem. Bd, 14, 8. 155 u. 423 (1918). 
16* 
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leicht in Milchsiure umgewandelt, was auch aus der neu- 
lich erschienenen Arbeit von Meyerhof?) hervorgeht. 

Die Vergirbarkeit der Triosen durch Hefe ist eine viel 
umstrittene Frage. Festzustehen scheint, daB Dioxyaceton durch 
Hefe vergoren wird, obwohl langsamer und unvollstandiger als 
Glucose. Herman QO. L. Fischer und Taube?) haben mit 
einer untergérigen Hefe bis zu 80°/, reichende Vergirung des 
Dioxyacetons innerhalb 36 Stunden konstatiert. Nach Neuberg 
und Gottschalk*) wird Dioxyaceton in sehr verschiedenem 
MaBe von verschiedenen Heferassen vergoren, stets aber 
schlechter als Glucose. | 

Unser Programm bei der vorliegenden Arbeit ist, die Ver- 
girbarkeit der oben erwihnten 3-Kohlenstoffverbindungen sowie 
auch der Brenztraubensdéure durch Milchsiurebakterien zu be- 
stimmen. Gleichzeitig haben wir auch untersucht, ob die 
Milchsiuregirung in Gegenwart von Sulfit verindert wird durch 
eventuelle Bildung von Additionsprodukten. 


Die Vergairbarkeit von Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Methyl- 
glyoxal und Brenztraubensiure durch Milchsiurebakterien. 

Die Methodik bei unseren Versuchen war folgende: 50 ccm 
zuckerfreie sterile Nahrbouillon wurde mit der zu unter- 
suchenden Verbindung in einer Menge von 0,1—1,0°/, ver- 
setzt, wonach die Bakterien mit Platindse geimpft wurden. 
In einigen Versuchen wurden gréBere Mengen Bakterien — 
bis mehrere Gramm lebende Bakterienmasse — in die Lisung 
hinzugefiigt. Auch Trockenpriparate kamen zur Anwendung. 
Als Bakterienmaterial wurden Str. lactis und B. casei ¢ an- 
gewandt. Da diese Bakterien nicht ohne Zucker gedeihen, 
konnte man bei den Versuchen mit lebenden Bakterien schon 
aus dem event. Wachstum schlieBen, ob die Bakterien die 
zugesetzte 3-Kohlenstoffverbindung als Kohlenstoffquelle aus- 
niitzen kénnen. Die Versuchstemperatur mit Str. lactis war 
20—24°, mit B. casei se 42°. 





1) Biochem. Zs. Bd. 159, S. 482 (1925). 
2) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1502 (1924). 
*) Biochem. Zs. Bd. 154, S. 487 (1925). 
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Alle Substanzen, deren Vergirbarkeit untersucht wurde, 
waren von héchst méglichem Reinheitsgrad. Glycerinaldehyd 
wurde nach der Methode von Wohl und Neuberg’) itber 
_ Acroleinacetal dargestellt. Der nach der Spaltung von Glycerin- 
aldehydacetal erhaltene farblose, sirupése Glycerinaldehyd ging 
nach monatelangem Stehen in krystallinische Masse tiber. Diese 
wurde mit Methylalkohol mehrmals gewaschen und aus 40%, 
Methylalkohol umkrystallisiert. Sowohl die sirupése als die 
krystallinische Substanz kamen bei den Garversuchen in An- 
wendung. 

Dioxyaceton wurde durch Oxydation des Glycerins mit 
einer dem 8B. xylinum nahestehenden Bakterie hergestellt. 
Etwa 85°/, vom Glycerin konnten in 1 Monat und tiber 50 °%/, 
in 1 Woche in Dioxyaceton verwandelt werden. Uber die 
Oxydation von Glycerin mit unserer Bakterie wird einer von 
uns an anderer Stelle berichten. Der erhaltene Sirup wurde 
durch Destillation im Hochvakuum?) in Krystallmasse ver- 
wandelt. Das von uns angewandte Dioxyaceton schmolz bei 
65—71° Bei einigen Versuchen kam auch ,,Oxantin“ vom 
Farbwerke Hochst a. M. in Anwendung. 

Methylglyoxal haben wir aus dem krystallinischen Dioxy- 
aceton durch Destillation mit Phosphorpentoxyd nach H. O. L. 
Fischer und Taube‘) dargestellt. Das Destillat wurde mit 
fliissiger Luft abgekihlt. Bei den Giarversuchen setzte man 
das erhaltene Produkt sofort in Garlésung. — Die angewandte 
Brenztraubensiure war ein Priparat von Kahlbaum. 

Das Resultat unserer Girversuche mit lebenden Milch- 
siurebakterien war eindeutig Glycerinaldehyd, Di- 
oxyaceton, Methylglyoxal und Brenztraubensadure 
werden von Milchsiurebakterien als Kohlenstoff- 
quelle nicht ausgenutzt. Es wurde darum kein Wachs- 
tum der Bakterien in zuckerfreier Nahrlésung mit den ge- 
nannten 3-Kohlenstoffverbindungen gefunden. Auch in Ver- 





1) Chem. Ber. Bd. 33, §. 8095 (1900). 

*) Herman O. L. Fischer u. Mildbrand, Chem. Ber. Bd. 57, 
§. 707 (1924). 
8) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1502 (1924). 
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suchen, wobei mehrere Gramm durch Zentrifugieren aus Molke- 
kultur isolierte, gewaschene Bakterienmasse in Versuchslésung 
zugesetzt wurden, blieben die 3-Kohlenstoffverbindungen intakt. 
Sie werden also von lebenden Milchsdurebakterien 
nicht vergoren. 


Versuche mit Glycerinaldehyd. 


Bei etwa 10 Versuchen, wobei die Konzentration der Bouillon an 
Glycerinaldehyd zwischen 0,1 und 1,0°/, variierte und die Bakterien — 
Str. lactis und B. casei s — mit Platinése geimpft wurden, war niemals 
ein Bakterienwachstum zu beobachten. Die Temperatur bei den Ver- 
suchen mit Str. lactis war stets Zimmertemperatur (19—21°), mit 
B. casei s 42°. 

Bei einigen Versuchen wurden etwa 2—3g durch Zentrifugieren 
aus Molkekultur isolierte Bakterienmasse, enthaltend etwa 80 °/, Wasser, 
in 50 cem Géirlésung méglichst steril zugesetzt. Die Bakterienmasse 
von Str. lactis enthielt etwa 150 Milliarden Zellen per 1 g, diejenige von 
B. casei ¢ etwa 20 Milliarden. Die Resultate gehen aus folgender 
Tabelle hervor. 




















Konzentration 5 eem verbrauchten n/10-NaOH 

der Bouillon an Bakterienart 

Glycerinaldehyd Im Anfang | Nach 20 Stdn. 
0,4 °/, Str. lactis 0,75 cem 0,84 cem 
1,0 B. casei e 0,9 aD 








Die Saiurezunahme ist ganz minimal und ist wahrscheinlich auf 
die Selbstgirung zuriickzufihren. 

Die Versuche mit Dioxyaceton und Methylglyoxal wurden in 
derselben Weise und mit demselben Resultat wie mit Glycerinaldehyd 
ausgefihrt. 

Brenztraubensiure kam als Natrium- und Cal¢iumsalz in An- 
wendung. Die Konzentration der Saéure in Bouillon variierte bei ver- 
schiedenen Versuchen zwischen 0,1 und 1,0°/,. Ein Wachstum der 
Bakterien war nie zu beobachten. : 


Die Gi&rversuche mit Trockenpriparat von B. casei « 
scheinen zu demselben Resultat wie die Versuche mit lebenden 
Bakterien zu fihren. Keine Milchsaurebildung aus den 
untersuchten 8-Kohlenstoffverbindungen wurde mit 
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Trockenpraparat konstatiert. Dagegen verschwindet das 
Vermégen des Glycerinaldehyds und Dioxyacetons, Fehlingsche 
Lésung zu reduzieren, viel schneller in Garlésung mit als ohne 
Trockenpraparate. Ob die Triosen hierbei zum Glykogen auf- 
gebaut oder in anderer Weise umgewandelt werden, kénnen 
wir noch nicht entscheiden. 


Die Aktivitét des von uns angewandten Trockenpraparates 
geht aus folgender Bestimmung hervor: 


10 cem 0,5 n-Phosphatlésung vom py = 6,2: 0,5 g Glucose, 0,75 g 
Trockenpriparat und 0,5 cem Toluol. Temperatur = 42°. 


1 cem enthielt im Anfang ... . . 0,0450 g Glucose 
1 ecm » mach 1760im . .. . 00817 ¢ ig 


Verminderung der Glucose also 29,6 °/,. 


Die GréBe der Selbstgirung') des Priparates zeigt der 
folgende Versuch: 
10 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, 1g Trockenpriparat. 


2 ecm verbrauchten im Anfang . . 0,6cem n/10-NaOH. 
2 ecm pe nach 40 Stdn. . 1,2 ccm Fe 


Versuch mit Glycerinaldehyd. 


15 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, 0,500 g Glycerinaldehyd, 2 
Trockenpraparat, 0,5 ccm Toluol. Temperatur = 42°, 


Die Zuckerbestimmungen wurden nach Bertrand ausgefihrt. 

















2 ccm verbrauchten Verminderung 
Zeit in 7 bei der des Reduktions- 
verbrauchten Bertrand schen vereiBorene 

Stunden cem n/10-NaOH| Zuckerbestimmung 8 
ecm n/10-KMnO, /, 
0 0,60 10,1 ap 

3,5 0,75 6,7 33,7 

40 1,25 0,9 . 














1) Auch yon einem inaktiven, 3 Monate alten Trockenpraparat — 
wurde in zuckerfreier Bouillon eine Siurebildung gleicher GréBe wie 
diejenige des aktiven Priparates hervorgerufen. Wir werden bald auf 
die Selbstgiirung der Milchsaurebakterien zurtickkommen. 
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Kontrollversuch mit Glycerinaldehyd ohne Trocken- 
praparat. 


10 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, 0,250 g Glycerinaldehyd, 
0,25 cem Toluol. Temperatur = 42°, 














2 cem verbrauchten Verminderung 
ts 2 ccm 
ce — verbrauchten artemndioaies des eoveiagg 
eem n/10-NaOH | Zuckerbestimmung vermégens 
eem n/10-KMnO, of, 
0,50 7,8 _- 
4 0,50 7,2 1,7 
si 0,60 3,8 51,3 











Durch Einwirkung des Trockenpraparates verliert also 

Glycerinaldehyd sein Vermégen, Fehlingsche Lisung zu redu- 

. zieren, viel schneller als ohne Bakterien. Die Saurezunahme 
; ist dieselbe wie bei der Selbstgarung. 


Versuch mit Dioxyaceton. 


16 ecm sterile, zuckerfreie Bouillon, 0,500 g Dioxyaceton, 2 ¢ Trocken- 
priparat, 0,5 cem Toluol. Temperatur = 42°. 














2 ccm verbrauchten | Verminderun 
Zeit in — bei der des edukitces 
verbrauchten Bertrand schen a 
Stunden ecm n / 1 0-N aOH Zuckerbestimmun g vermogens 
i : ecm n / 1 0-KMn0O, 0 / 0 
0 0,55 9,4 _ 
45 1,30 1,4 21,8 











Kontrollversuch mit Dioxyaceton ohne Trockenpriparat. 
10 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, 0,125 g Dioxyaceton, 0,25 cem 

















Toluol. Temperatur = 42°, 
2 cem verbrauchten | Verminderun 
ey! 2 ccm bei d ‘ 6 
Zeit ei der , 
hg verbrauchten Bertrand schen des Reduktions 
Stunden cem n/10-NaOH | Zuckerbestimmung vermégens 
cem n/10-KMn0, *y 
0 0,40 1a cn 
45 0,50 7,0 5,4 
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Versuch mit Dioxyaceton in Phosphatlésung. 
10 ccm 0,5 n-Phosphatlésung vom py = 6,2, 0,500 g Dioxyaceton, 
0,75 g Trockenpriparat, 0,5 cem Toluol. Temperatur = 42°. 

















ee 1 cem verbrauchte Vermind 
Zeit in | bei der Bertrandschen| des Reduktions- 
Stund Zuckerbestimmung vermégens 
~— cem n/10-KMn0, °/, 
9,1 — 
17 8,4 1,7 





Versuch mit einem Gemisch von Glycerinaldehyd und 


Dioxyaceton. 


10 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, 0,125 g Dioxyaceton, 0,125 g 
Glycerinaldehyd, 1 g Trockenpriparat, 0,5 ccm Toluol. Temp. = 42°. 














ae ke 2 ccm verbrauchten | Verminderung — 
Zeit in bei d. Bertrandschen | des Reduktions- 
Stunden an anaes Zackerbestimmung vermégens 
eem n/10-KMnQ, %, 
0 0,6 - 10,0 fA 
50 1,3 4,2 58,0 








Versuche mit Methylglyoxal. 





20 cem sterile, zuckerfreie Bouillon, etwa 0,6 g Methylglyoxal, 
0,5 g Toluol. Temperatur = 42°. 























Mit 1,5 g Trockenpriiparat] Ohne Trockenpriparat 
Zeit in 
Diendon 2 ccm verbrauchten 2 cem verbrauchten 
ceem n/10-NaOH ecm n/10-NaOH 
0 2,2 
5 2,2 
45 2,8 


Die Saurebildung aus Methylglyoxal mit Trockenpraparat 
ist also auch bei lingerer Versuchszeit ganz unbedeutend und 
auf die Selbstgirung zuriickzufihren. 


Versuch mit Brenztraubensidure. 


Es wurde untersucht, ob das Trockenpraparat vom 
B. casei ¢ Carboxylase enthalt oder nicht. Der Garkolben 
war fir die Bestimmung der event. Gasentwicklung mit einer 





Quecksilberbiirette vereinigt. 
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20 cem 0,5 n-Phosphatlésung vom py = 6,2, 0,8 g Natriumpyruvinat, 
3 g Trockenpriparat. Temperatur = 42°. 
Keine Gasbildung wurde wahrend 15 Stunden beobachtet. 
B. casei ¢ enthalt also keine Carboxylase. 


Die Vergirung der Glucose in Gegenwart von Sulfit. 


Bei den Versuchen kam nur Str. lactis in Anwendung. 
Weil Str. lactis in einer Nihrlésung mit Natriumsulfit nicht 
wachst, wurden Giarversuche in calciumsulfithaltiger Bouillon 
ausgefihrt. Das Ergebnis der Versuche war, daB die Ver- 
girung der Glucose in Gegenwart von Sulfit auf 
dieselbe Weise wie ohne Sulfit verliuft. 

100 ccm Niéhrbouillon, enthaltend 1,8924 g Glucose, 4 g 
Kreide und Calciumsulfit+), entsprechend 20 g krystallisiertem 
Natriumsulfit, wurden nach Sterilisieren mit Str. lactis geimpft 
und bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach 2 Tagen war 
das Wachstum der Bakterien gut. Nach 10 Tagen, wenn kein 
Zucker mehr in der Lésung zu finden war, wurde die Lésung 
filtriert, mit ein wenig Baryt versetzt und wieder filtriert. Nach 
Zusatz von Schwefelsiure wurde die Lisung mit Wasserdampf 
destilliert, wobei die fliichtigen Siuren mit etwas Schwefel- 
dioxyd und Milchsaure iibergingen. Das Destillat wurde noch- 
mals mit Wasserdampf destilliert. Hierbei gingen nur die 
flichtigen Siuren mit Spuren von Schwefeldioxyd ins Destillat 
iiber, da Milchsiure aus ganz verdiinnten Lésungen prak- 
tisch nicht destillierbar ist.*) In einem bestimmten Teil des 
Destillats wurde Schwefeldioxyd nach Oxydation mit Wasser- 
stofisuperoxyd als Sulfat bestimmt. Die Menge der fltichtigen 
Saiuren entsprach 1,7 com n/10-NaQH. 

Der Rickstand der Girlésung nach der Wasserdampf- 
destillation wurde nach Sattigen mit Natriumsulfat mit Ather 
2 Tage extrahiert, wobei 179,8 com n/10-Saiuren erhalten wurden. 
Das Zinksalz der Séure enthielt 32,97°/, ZnO und 12,62 °/, 
H,O, berechnet fiir Zinksalz der aktiven Milchsiure 33,3 °/, 





1) Calciumsulfit wurde nach Neuberg dargestellt. Chem, Ber. 
Bd. 52, S. 1677 (1918). 
*) Virtanen, Centralanstaltens Medd. Nr. 242 (1928). 
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ZnO und 12,9°/, H,O. Das Zinksalz war linksdrehend, die 
Saure also rechtsdrehend. Im ganzen wurden bei der Girung 


187,9 ccm n/10-Milchsiure entsprechend 89,4°/, vom Zucker 
1,7 cem n/10-Fliichtige Saéuren ‘. 0,6 °/, 


gefunden. 

Bei der normalen Garung von Glucose ohne Sulfit wurden 
94,2°/, vom Zucker als rechtsdrehende Milchsiure, 0,7 °/, als 
flichtige Siuren gefunden. Wenn man in Betracht zieht, daB 
bei dem Versuch mit Sulfit etwas Milchsiure in den Fallungen 
zgurickbleiben kann, ist die Ubereinstimmung zwischen beiden 
Versuchen sehr gut. 


” ” 


Zusammenfassung. 

Es wurde konstatiert, da8 Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, 
Methylglyoxal und Brenztraubensiure von typischen Milchsiure- 
bakterien, Str. lactis und B. casei «, als Kohlenstoffquellenicht aus- 
genutzt und auch nicht vergoren werden. Auch Trockenpraparate 
von Milchsaéurebakterien rufen keine Milchsiurebildung aus den 
genannten 3-Kohlenstoffverbindungen hervor. Dagegen verlieren 
die Triosen ihr Vermégen, Fehlingsche Lésung zu reduzieren, 
viel schneller in Gegenwart von Trockenpraparat als ohne diese. 

Die Milchsiurebakterien enthalten keine Carboxylase. 

In Gegenwart von Calciumsulfit verliuft die Milchsiure- 
garung in derselben Weise wie ohne Sulfit. 





Nachschrift bei der Korrektur. Im Oktoberheft der 
Biochem. Zs. Bd. 162, S. 490 (1925) berichten Neuberg 
und Gorr iiber die Milchsiurebildung aus Methylglyoxal mit 
B. coli, einem ,,Milchsiure produzierenden Bacillus“. Die 
interessanten Versuche berechtigen nach unserer Auffassung zu 
keinen Schlu8folgerungen iiber den Mechanismus der Milch- 
siurebildung, denn die von B. coli hervorgerufene Garung des 
Zuckers ist keine Milchs’uregirung. Nach einer noch nicht 
verdffentlichten Untersuchung eines von uns (V.) erzeugen ver- 
gchiedene Stimme von B. coli 1—20°/, Milchsiure aus Glu- 
kose. Die Milchsiure ist also nur als ein Nebenprodukt der 
komplizierten Garung zu betrachten. Ob sie hierbei in der- 
selben Weise entsteht, wie bei der reinen Milchstiuregérung 
und Milchsiurebildung im Muskel, ist nicht ohne weiteres klar. 
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Zur Kenntnis der Hefemaltase. 
Sechste Mitteilung.") 


Von 
Richard Willstitter und Eugen Bamann. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1926.) 


—_———_———— 


I. Abhangigkeit der Maltasewirkung von der Wasserstoffzahl. 


Den Einflu8 der Wasserstoffizahl auf die Wirkung der 
Maltase haben L. Michaelis und P. Rona?) eingehend unter- 
sucht und R. Willstatter und W. Steibelt*’) in einigen Ver- 
suchen gepriift. Danach soll die Wirkung optimal sein bei 
p,, = 6,1—6,8 und bei p,, = 7,26 schwicher als bei p, = 5,85 
(nach Fig. 5 der Abhandlung von Michaelis und Rona, vgl. 
nachstehende Fig. 1), bei p, = 7,5 geringer als bei p, = 5,88 
(Fig. 2 von Michaelis und Rona). 

Unsere Bestimmungen (Tab. 1 und Fig. 2 und 3) ergaben ein 
ganz anderes Bild. Das Optimum liegt bei sehr schwach sauerer 
bis ganz schwach alkalischer Reaktion, namlich p,,=6,75—7,25, 





1) Die friiheren Mitteilungen: Diese Zs. Bd. 110, S. 232 (1920); 
Bd. 111, S. 157 (1920); Bd. 115, S. 199 u. S. 211 (1921); Bd. 184, S. 224 
(1928/24). 7 

2) Biochem. Zs. Bd. 57, S. 70 (1918); Bd..58, S. 148 (1918/14); 
L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, S. 71. 

8) Diese Zs. Bd. 115, 8. 199 und zwar S. 202 (1921). 
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jedoch ist p,, = 6,1 schon erheblich ungiinstiger als neutrale 
Reaktion und 7,5 viel giinstiger als 6,1. 


Tabelle 1. 


Py-Abhingigkeit der Hefemaltase. 


(Unter den Bedingungen der Zeitwertbestimmung nach Willstitter, 
Oppenheimer und Steibelt, indessen mit 100 cem Bestimmungs- 
























































lésung; 30°). 
, . Drehungs- 
Nr. Pu Reaktionszeit shnabine Spaltung 
Min. ° +, 
1. Enzymliés.: : 

I 6,8 | 40,3 91,5 187,83 | 2,80 8,94 4,47 | 43,8 61,6 70,0 

Il 7,5 | 46,0 92,5 139,0 | 3,09 8,85 4,39 | 48,3 60,3 68,6 
2. Enzymlés. : 

I 5,5 | 60,8 109,1 212,5 | 0,58 0,70 0,96 | 8,3 10,9 15,0 
Il 6,1 | 62,0 114,83 218,5 | 1,70 2,15 2,87 | 26,6 33,6 44,9 
Ill 6,8 | 59,0 106,1 211,3 | 2,01 2,60 3,48 | 81,4 40,7 54,5 
IV 7,5 | 62,6 108,4 212,7 | 2,05 2,61 3,35 | 32,0 40,8 52,4 
V 8,3 | 68,0 112,7 218,5 | 0,43 0,45 0,50 | 6,7 7,0 7,8 

: F 
OS 

eae ee 

S a 
. 

720 200 360 480 

/inuten 
Fig. 1. Fig. 5 der Abhandlung von Michaelis und Rona, 
Die Wirkungsbedingungen der Maltase aus Bierhefe I.‘‘ 
Elektrometrisch gemessener py fir 
Il=541 I=585 Ul=664 IV=657 V = 7,26. 
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Fig. 2, Maltasewirkung bei verschiedenen Pu 
(Versuch Nr. 2 der Tabelle 1.) 
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Fig. 3. p,,Abhingigkeit der Maltase. 
(Versuch Nr. 2 der Tabelle 1.) 


(Die Umsiitze in der Zeit der Halbspaltung bei py, = 6,8.) 


Es war von Wichtigkeit, reichliche Puffermengen anzu- 
wenden, da die Hefeautolysate wahrend der Malzzuckerspaltung 
infolge proteolytischer Vorgiinge sauerer werden.’) Fiir Versuch 1 
der Tab. 1 diente ein durch Verfltissigung der Hefe mit Essig- 





1) In den obenerwihnten Versuchen von Willstitter u. Steibelt 
mag die Puffermenge unzureichend gewesen sein. | 
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ester und Verdiinnen mit dem 21/, fachen Gewicht Wasser 
gewonnenes Autolysat, fiir Versuch 2 eine nach dem Verfahren 
der fraktionierten Autolyse gewonnene Maltaselésung. Fir 
jeden Ansatz wurden 10 ccm Enzymlésung, entsprechend 1 g 
Trockenhefe, mit 5 g Phosphatmischung nach Sérensen auf 
100 ccm Bestimmungslisung angewandt. p,, nach der Indi- — 
katorenmethode bestimmt, blieb wihrend des Versuchs konstant. 
Die einzelnen Vergleichsbestimmungen bei verschiedenem p, 
miissen gleichzeitig angesetzt werden, da der Maltasewert der 
Autolysate sich beim Stehen Andert. 


Il. Kinetik der enzymatischen Maltosespaltung. 


Gem48 den friiheren Abhandlungen dieser Reihe ist die 
Kinetik der Maltasewirkung zwischen einzelnen Hefen und von 
Substrat zu Substrat (¢-Glucoside) verschieden. Dazu kommt nach 
unseren Versuchen, dab die Kinetik der Wirkung von Maltase 
auf Maltose, die allein hier behandelt werden soll, auch in 
auBerordentlichem MaBfe yom Reinheitsgrad des Enzyms ab- 
hingt. 

Hefen und Autolysate folgten in allen von uns untersuchten 
Fallen (zwischen 30 und 60°/, der Maltosehydrolyse) genau 
der Zeit-Umsatzkurve, die Willstatter, Oppenheimer und 
Steibelt in der ersten Mitteilung (Figur S. 237, 1. Vers.) an- 
gegeben haben und die vom monomolekularen Reaktionsverlauf 
abweicht. Dieses traf zu bei 5 Proben von Bierhefen, die 
durch Zellgifte, in einer Versuchsreihe mit Essigester, in einer 
anderen mit Diammonphosphat, abgetitet und verfliissigt wurden, 
und fir die daraus gewonnenen Autolysate. Diese lieBen wir 
sowohl ganz frisch wie auch nach tagelangem Altern bei 0°, 
wobei die enzymatische Wirkung stark zunahm, auf Maltose 
einwirken und zwar entweder unter den Bedingungen der Zeit- 
wertbestimmung bei 30° oder bei 15°, In die mit einem ge- 
alterten Autolysat bei 15° (Tab. 2) abgeleitete Zeit-Umsatz- 
kurve fiigen sich, wie die Fig. 4 zeigt, die Bestimmungen eines 
Versuchs mit frischem Autolysat bei 30° und diejenigen mit 
durch Phosphat verfliissigter Hefe (Tab. 2) genau ein. 
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Tabelle 2. 
Zeitlicher Verlauf der Maltosespaltung. — 
a) Mit gealtertem Autolysat bei 15° (Halbspaltungszeit bei 30°: 60,8), 
b) Mit Hefe, verfliissigt durch Diammonphosphat, bei 30°. 
a) Versuch mit Autolysat: b) Versuch mit Hefe: 
(25 cem Autol., entspr. 2,5 g Trocken- (2,5 g Trockenhefe auf 250 ecm 
hefe, auf 250 cem Maltoselés.) Maltoselésung) 
’s a I = | Halbspaltungszeit a FE 2 | Zeitw. ber. n. d. 
“3 |/54/ = |ber.n.d.I Mitte.) 43/84] £ I. Mitteil. 
Pe Be °° 8) & | (albspaltungszeit Pe N ? £ e (Zeitw. ber. n. d, 
Q *} ® | ber. n. d, Kurve d. QO <@| @ | Kurve d. I. Mit- 
Min 0 /, | I. Mitteil., Vers. 1)] Min 0 o/, teil., Vers. 1) 
| ———oae 
48 | 1,14 | 17,8 174 9,5 | 1,00 | 15,6 38,5 
65 | 1,50 | 23,4 | 175 19,5 | 1,50 | 28,4 | 44,5 
98 | 1,85 | 28,9 | 169 29,5 | 1,95 | 80,5: | 45,6 
125 | 2,16 | 33,8 170 39,5 |-2,40 | 87,5 38,2 
185 | 2,49 | 38,9 | 172 54,5 | 2,73 | 42,7 | 38,5 
247 | 2.85 | 44,6 | 168 69,5 | 3,08 | 48,2 | 38,0 
805 | 8,07 | 48,0 | 170 100,0 | 3,50 | 54,8 | 88,8 
462 | 3,58 | 55,9 170 141,5 | 4,05 | 68,2 | 87,5 
1087 | 4,62 | 72,1 170 171,5 | 4,45 | 69,5 35,0 
ee 
es, 
at 
3] vd 
° s “a ict 6 20 





? 


Fig. 4. Zeitlicher Verlauf der M:. »sespaltung durch Hefe und Hefeautolysat. 
(Die Kurve ist aus dem Versuch a der Tabelle 2 abgeleitet unter Um- 
rechnung der Beobachtungszeiten wie in Mitteil. III, S. 203, FuBnote; 
die mit * bezeichneten Punkte beziehen sich anf den Versuch b der 
Tabelle 2 mit Hefe, durch Diammonphosphat verfliissigt, die mit © be- 

zeichneten auf ein Beispiel mit frischem Autolysat bei 30°.) 











Zur Kenntnis der Hefemaltase. 247 


Der mit Hefe und Autolysat beobachteten Kinetik folgt 
die Maltase nicht mehr im Zustande ihrer Adsorbate an Ton- 
erde und der daraus gewonnenen Elutionen. Aus der Zeit- 
Umsatzkurve der Fig. 4 ergaben sich dann fiir aufeinander- 
folgende Beobachtungszeiten Halbspaltungszeiten, die stark an- 
steigen, die also im Verlauf der Spaltung ungiinstiger werden. 
Die Erscheinung beruht nicht etwa auf Zerstérung des in 
héherem Reinheitsgrade empfindlicheren Enzyms. Dieses ist 
vielmehr in der Zuckerlésung vollkommen geschiitzt. Man 
findet namlich ebenso genau wie mit Autolysaten auch noch 
mit den aus Tonerdeadsorbaten gewonnenen Elutionen von 
Maltase (Tab. 3), deren enzymatischer Reinheitsgrad bedeutend 
gesteigert ist, fiir gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus 
Enzymmenge und Reaktionszeit konstant. 


Tabelle 3. 


Proportionalitét von Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 
In Versuchen mit Maltase, gereinigt durch Adsorption und Elution. 











Enzymmenge ccm : : Drehungs- 

in 100 cem Maltose-| e#ktionszeit hashes Maltosespaltung 

lésung Min. ° od 

40 1,15 17,9 

5 100 1,76 27,5 

350 3,01 47,1 

3 1,15 17,9 

25 20 1,75 27,4 

70 8,02 472 











Schon durch EKintragen vor Tonerde in eine rohe Mal- 
taselisung wird die Anderung’’des zeitlichen Verlaufs der 
Maltasewirkung herbeigefiihrt. Ein Beispiel (Tab. 4 und 
Fig. 5) gibt dafiir ein Autolysat, das mit einer zur Ad- 
sorption von 50—60°/, geniigenden Menge Tonerde C ver- 
setzt wurde. 
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7 Tabelle 4. 
Anderung der Kinetik einer Maltaselésung auf Zusatz von Tonerde. 
Vers. A mit 10cem Autol., entspr. 1g Vers. B nach Zusatz von 
Trockenh., in 100 cem Maltoselds. 0,066 g Al,O, 
a m3) o fot 8) — me m ® aD Bip & _ 
of o9 & = me] oo ¢ cS mS Ep 
+2 S p. ao =| , — 
23 (83| & |aese| 3s | 8a] = | sage 
oN ag os SBR oN Aas 3 = 5 
pS £2 a | 4 Oo} = 2 & | See 
6s R Fg *3 u O's <7) Meee 
Min. 0 of, aS 4 | Min. 0 of, iad 
29,0 | 2,86 | 36,9 28,6 29,0 | 2,238 | 34,9 88,7 
58,3 | 3,15 | 49,8 29,5 58,8 | 2,97 | 46,4 | 36,0 
130,0 | 4,40 | 69,0 28,5 130,0 | 3,80 | 51,6 | 60,0 
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e Fig. 5. Verlauf der Maltosespaltung. 


A. mit Autolysat, 
B, mit Autolysat und Tonerde. 


Die gesamte Maltase, von der nur ein Teil an Tonerde 
adsorbiert ist, folgt einem anderen Zeitgesetz und demselben 
gehorchen auch die Elutionen aus Tonerde und zwar drei ver- 
schiedene, in dieser und der nachfolgenden Arbeit gepriifte Bei- 
spiele. Die Erscheinung ist derart, wie wenn die Maltase von 
einem ihrer Hemmung durch entstehende Glucose entgegen- 
wirkenden Stoff befreit worden wire. In der Fig. 6 wird eine 
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Zeit-Umsatzkurve dargestellt, die den Reaktionsverlauf im 
oben erwaihnten Versuche mit tonerdehaltiger Maltaselésung 
und den mit einer Elution beobachteten zusammenfaBt. 

Die Fille, in denen die Maltosespaltung nach der zweiten 
Kurve des zeitlichen. Verlaufs erfolgte, waren zablreiché. Allein 
die Filtration gealterter Autolysate geniigte, eine Anderung der 
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Fig. 6, Zweite Zeit-Umsatzkurve der Maltosespaltung, beobachtet: 
a) mit Autolysat und Tonerde (bezeichnet 5), 
b) mit Elution aus Tonerdeadsorbat (bezeichnet ©). 


Kinetik zu bewirken, z. B. eine Anniherung von der ersten 
zur zweiten Kurve, wihrend eine Anderung der Kinetik im 
entgegengesetzten Sinn beim Stehen der Filtrate in 4 bis 
6 Stunden eintrat. 


Versuch mit filtriertem Autolysat: 
Halbspaltungszeit berechnet 


nach der I. Kurve nach der IJ. Kurve 
24,7 28,1 81,3 30,0 


Versuch mit demselben Autolysat nach mehreren Stunden: 
Halbspaltungszeit berechnet 


nach der I, Kurve nach der II. Kurve 
24,0 23,9 29,8 19,2 


Bei einem frisch dargestellten Hefeautolysat anderte sich 
dagegen beim Filtrieren der zeitliche Verlauf der Maltase- 


‘wirkung nicht. 
17* 





250 Richard Willstatter und Eugen Bamann, 


Das Verhalten der Tonerdeadsorbate ist gar nicht ein- 
heitlich. Es sind mehrere Maltaseadsorbate untersucht worden, 
die genau oder annaihernd gem4B der zweiten Kinetik reagierten, 
wihrend einige andere Beispiele des zeitlichen Verlaufs von 
beiden Kurven abwichen. Ebenso ungleichmaBig und ver- 
wickelt ist das Verhalten der durch Adsorption eines geringeren 
oder gréBeren Anteils gewonnenen Maltaserestlésungen, wovon 
die Tab. 5 einige Beispiele verzeichnet. Sie gehorchen zum 
Teile weder der ersten noch der zweiten Kinetik und sie fiigen 
sich auch nicht etwa einem und demselben weiteren Zeit- 
gesetze. 

Tabelle 5. 


Zeitlicher Verlauf, nach teilweiser Adsorption der Maltase mit 
Restlisung beobachtet. — 


(Die Bestimmungen wurden mit 100 ccm Maltoselésung ausgefihrt.) - 






































ta n © a0 Halbspaltungs- 
i a & = zeit berechnet 
Nr “4 2 4 s = fiir 50 ecm 
3 g S 
a A*}] * Jnach d.| nach d. 
Min. 0 o/, JI. Kurve/Il. Kurve 
1 | Nach Ads. von ?/, durch | 52,8 | 1,37 | 21,4 151 220 
Tonerde C 124 1,80 | 28,2 211 275 
2| Nach Ads. von >8/,, | 34,7 | 1,13 | 17,7 | 132 208 
durch Tonerde C 67,4 | 1,59 | 248 | 150 | 202 
3 Nach Ads. von > %/,, 60 0,92 | 14,4 382 517 
durch Tonerde C 103 1,08 | 16,9 | 438 105 
4 | Nach Ads. von >*/, durch} 45 1,50 | 23,4 109 154 
kurz gealterte Tonerde | 80,8 | 1,80 | 28,2 140 180 
5 | Nach Ads. von 4/, durch| 56 2,20 | 34,4 64 81,5 
Tonerdegel v.d.F.AlO,H| 77 2,58 | 40,4 63,7 79,5 





MaBe der Maltase. 


Die Bestimmung der enzymatischen Wirksamkeit und der 
Vergleich der Enzymmengen, der fiir die Beobachtung der 
Adsorptionserscheinungen und fir ihre Anwendungen von 
Wichtigkeit ist, bietet bei der Maltase gréBere Schwierigkeiten 
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als bei der Saccharase. Anderungen der enzymatischen Akti- 
vitit kommen bei Saccharase selten vor. Wie Willstatter 
und Schneider in der zwélften Abhandlung iiber Invertin 
bemerken, ist in unserer Reihe von Untersuchungen kein der- 
artiger Fall beobachtet worden, wahrend allerdings vor kurzem 
H. v. Euler und K. Josephson?) auf Grund von Versuchen 
von H. vy. Euler und I. Lindstil tber Beispiele des Uber- 
ganges von Saccharase beim Erwarmen aus einem inaktiven 
Zustand in einen aktiven berichten. Unterschiede in der 
Reaktionskinetik treten beim Invertin allerdings auf?), allein 
sie sind nicht so bedeutend, daB die Analyse dadurch hiaufig 
und wesentlich gestért worden wire. Es ist freilich méglich, 
daB manche in den praparativen Arbeiten vorgekommenen Ver- 
luste an Invertin nur scheinbare waren, bedingt durch Ande- 
rungen in der Kinetik. 

Bei der Maltase treten diese Erscheinungen in den Vorder- 
grund. Im folgenden wird gezeigt, daB in allen Hefeausziigen, 
wenn sie nur vorsichtig genug aufbewahrt werden, die Maltase- 
wirksamkeit ansteigt. Es ist also zwar méglich, die Maltase- 
werte zu bestimmen, aber nur scheinbare Enzymmengen. Hin 
zweiter Umstand, wodurch der Vergleich der Maltasemengen 
gestért und vereitelt wird, ist die Verainderlichkeit der Kinetik 
des Enzyms. 

Die enzymatische Wirksamkeit der Maltase wird nach 
dem Vorbild des Invertins durch den Zeitwert geméB der Be- 
stimmung von Willstitter, Oppenheimer und Steibelt 
ausgedriickt oder besser im Sinne des Vorschlages von Will- 
stitter und Kuhn*) durch das Reziproke, das der enzy- 
matischen Konzentration direkt proportional ist. Nach R. Will- 
stitter, R. Kuhn and H. Sobotka‘) ist als Maltasewert 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 180 und zwar S. 185 (1925). 

*) Vgl. z. B.: R. Willstitter, J.Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. 
Bd. 123, S.1 und zwar S. 63 (1922) und vollsténdiger bei R. Kuhn in 
,»Die Fermente und ihre Wirkungen“ von C. Oppenheimer Bd. 1, 
S. 261 (1925). 

5) Chem. Ber. Bd. 56, S. 909 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 184, S. 224 und zwar 8S. 226 (1923/24). 
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(M.-W.) das 1000fache des reziproken Maltasezeitwertes be- 
zeichnet worden, Eine Bierhefe (Léwenbriuhefe Rd 1/IV) wies 
z. B. den Maltasezeitwert 34 auf, daher Maltasewert 29,4. 

Maltaseeinheit und zwar scheinbare*), die mit M.-[e]. be- 
zeichnet werden soll, sei die Enzymmenge in 1 g Trocken- 
substanz vom Zeitwert 1, also die Enzymmenge, welche 2,5 ¢ 
Maltosehydrat in 50 ccm Lésung bei p,, = 6,8 und bei 30° 
zu 50°/, in 1 Minute spaltet. 

M.-W. ist die im 1000fachen der unserer Restiasinne 
zugrunde liegenden Menge enthaltene Anzahl von Einheiten, 
also die Anzahl in 1 kg Trockenhefe. 

Der Ausdruck M.-[e]. ist zweckmaéBig noch durch Angabe 
der Kinetik zu erginzen, die der Berechnung zugrunde liegt; 
[e,], [e,] sind nach den Zeit-Umsatzkurven von Fig. 4 und Fig. 6 
bezeichnet. 

Wenn diese MaBe des Enzyms bei den in der nachstehen- 
den Mitteilung beschriebenen Versuchen der Trennung von 
Maltase und Saccharase angewendet werden, so ist es kaum 
zu entbehren, die beiden Enzyme mit gleichartigen Mafen zu 
bestimmen. Aus dem Vergleichszeitwert des Invertins, der unter 
ihnlichen Bedingungen wie der Maltasezeitwert bestimmt wird *), 
leitet sich die Saccharase-Vergleichseinheit ab, S.-V.E., das 
ist die Enzymmenge, die 2,375 g Rohrzucker in 50 ccm bei 30° 
und bei p,, = 4,3 zu 50°/, in 1 Minute spaltet. 

1 M.-[e,]. ist in etwa 30—40 g Trockenbierhefe vom 
Maltasezeitwert 30—40 oder vom Maltasewert 33—25 ent- 
halten, 1 S.-V.E. (entsprechend 0,12 S.-E.), z. B. in 2 g Trocken- 
hefe vom Invertin-Vergleichszeitwert 2 (entsprechend Zeit- 
wert 333). | 





é 


1) Analog der scheinbaren Butyraseeinheit von Magenlipase, B.-[e]., 
nach R. Willstitter, F. Haurowitz u. F. Memmen, Diese Zs. 
Bd. 140, 8. 208 und zwar 8. 208 (1924) und der scheinbaren Trypsin- 
menge, T.-[e]., nach R. Willstétter u. H. Persiel, Diese Zs. Bd. 142, 
S. 245 und zwar S. 251 (1924/25). 

*) R. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 111, S. 157 und 
zwar S. 169 (1920); R. Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese 
Zs. Bd. 128, S. 1 und zwar S. 23 (1922). 
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INT. Bestimmung der Maltase in der Hefe. 


Die Bestimmung, ja sogar der Nachweis der Maltase in 
der Hefe hat friiher so groBe Schwierigkeiten geboten, daB 
E. Fischer’) und andere Forscher zu der Ansicht kamen, 
Hefe wirke bei Gegenwart von Chloroform auf Malzzucker 
nicht ein. Die besonderen Verhiltnisse, die hier obwalten 
und die Unterschiede zwischen den Wirkungen von Maltase 
und Saccharase bedingen, sind in den ersten Mitteilungen 
dieser Reihe einigermafen klargelegt worden. 

Ohne Anwendung von Zellgift kann die einsetzende Girung 
die Bestimmung von Saccharase und Maltase stéren. Bei An- 
wesenheit von Gift tritt in der Hefezelle sauere Reaktion auf; 
dadurch entsteht ein fiir die Saccharase (optimales p,, = 4,5) 
giinstiges, fiir die Maltase (optimales p,, = neutrale Reaktion) 
ungtinstiges Medium. Die Analyse der Maltase von Will- 
staitter und Steibelt ist daher auf rasche Abtétung der 
Hefe mit Essigester und Neutralisation der entstehenden Saure 
gegriindet. Die Bestimmung des Maltasewertes der Hefe war 
die Vorbedingung fiir den Nachweis der direkten Maltose- 
vergirung und sie bildet weiterhin die Voraussetzung fir ver- 
gleichende Beobachtungen iiber die Freilegung von Saccharase 
und Maltase (Abschn. V). 

Diese Maltasebestimmung in der Hefe unterzogen vor 
kurzem H. v. Euler und K. Josephson”) in einer eingehenden 
Erérterung iiber die Frage der direkten Malzzuckergirung 
folgender Kritik: ,,Es liegt kein zwingender Beweis vor, dab 
es nach der Methode von Willstitter und Steibelt gelingt, 
die Gesamtheit der katalysierenden Gruppen, welche die 
Maltosehydrolyse in der Hefe bewirken, unabhingig von der 


Garung iberhaupt zur Wirkung zu bringen.“ 


Um den Nachweis der direkten Biosegirung zu vervoll- 
kommnen, haben wir daher die fir die Bestimmung der Mal- 
tase maSgebenden Umstinde genauer nachgeprift. Das ana- 
lytische Verfahren der zweiten Mitteilung hat sich dabei 





1) Chem. Ber. Bd. 28, S. 1429 (1895). 
*) Diese Zs. Bd. 120, S. 42 (1922) und awar 5S. 56. 
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vollkommen bestatigen und noch sicherer gestalten lassen. 
Es wurden weitere Bestimmungsweisen geschaffen, deren Er- 
gebnisse mit denen der ersten iibereinstimmen und diese 
stiitzen. Die Methode, deren Genauigkeit ausreichend ist, 
wird vollends durch den Nachweis gesichert, daB eine Biose 
durch lebende Hefe bei Abwesenheit von Gift mit derselben 
Geschwindigkeit hydrolysiert wird, wie bei Anwesenheit eines 
allmihlich wirkenden Zellgiftes oder nach vollstandiger Ab- 
tétung. Auch ist es gelungen (vgl. Abschn. V), genau so viel 
Maltase in Liésung iiberzufiihren als die Analyse der Hefe 
ergeben hat. 

Wenn man versucht, nach dem bekannten Vorbild der 
Bestimmung von Invertin in frischer Hefe die Maltase zu 
ermitteln, indem man die Girung durch Zusatz von etwas Toluol 
zur Maltoselésung unterdriickt, so findet man im allgemeinen 
zu niedrige Werte. Man muB (vgl. Mitteil. IT, 8.163 u. f) die 
Puffermenge vermehren, damit die im Hefekérper bei der Ver- 
giftung auftretende Siure unschidlich gemacht wird. Dann 
nihern sich die Werte (Tab. 6) dem nach dem Verfliissigungs- 
verfahren gefundenen, aber sie bleiben schwankend, schlecht 
reproduzierbar. 

Es ist also besser, da8 man die Abtétung des Pilzes und 
die Siureabscheidung ,,auf einen kurzen Zeitraum zusammen- 
dringt“. Die Verfliissigung mit Essigester erfolgt am raschesten, 
viel rascher als mit Toluol und Chloroform. Bei kurzer Ein- 
wirkung wird aber der Zymasekomplex nicht zerstért, Girung 
wihrend der Bestimmung also nicht ausgeschaltet. Die Be- 
dingungen der Analyse sollen deshalb dahin erginzt werden, daf 
man immer zur Bestimmungsliésung Toluol zufiigt, 5— 6 Tropfen 
auf 100 ccm, dhnlich wie schon Willstatter und Steibelt?) 
speziell bei maltasearmen Hefen einen weiteren Zusatz von Gift 
zur Bestimmungslisung nétig fanden. 

Die Verfliissigungszeit darf nicht zu kurz sein, da sonst 
die bei der Abtiétung einsetzende Siurebildung in der Hefe- 
zelle noch weiter andauert und der Puffer, wenn seine Menge 





1) Vierte Mitteilung, Diese Zs. Bd. 115, §. 218 (1921). 





Lif 


eed 


F r . ent sce anat tts #5 ioe Sens ie Rey om <h Lacan Pah oS Rigs EGRESS 
Morersanes hy Ale teget or kg & eg hepato atti ped SpE TNE IS EF Bhim 25 . ve : - aS EE sa aaa ail la 


erg} 6c'b6 | Heo «6a | ose §=606'T | a‘sxzt = 8‘T9 : o’¢ 
soe a'sa | coo o'er | o6's r1's | g’eor  e‘sot " | o's 
ore tao | 609 «6s'st | 08's §=at's | eazt 6901 . 0°% 3 o'[ aeAz pun 

esc «6066S | 1.09) «eke | Gs‘e)=t0'S | O'FLT. —8°L0T [OnTOY, o'r Tg ‘Mg10Z *A T]/T PU 


(‘ydsoyduowwmeiq) 
a‘9p 6 O'6F | F'69:)~«=—a‘6r | OS's §=6ct's | sfost = s‘88 i OT 

eer ro | usc) «6sLb | GL’s§=«690's | o'Lst 6-368 " o’¢ 

L'st 6 o'Lb | cso) «= 60S | 00'r §=ca's | sfzrt OT . oT 

sip It | o'19 § «6s'oc | see So's | O'F9T O*LOT . o'r 

esc o'6¢ | ofnc «o'er | co's se’ | ofOFr 16 [onjoy, s0 

yes «6s's9 | u'ec) Lee | Gu‘e co's | c‘cot ofcor | sod weq+ joy 13'0 2 '{ awaz pun 
ces 68°66 | acs” =t‘e6e | cc's) «oes | c’set —L‘gor [ono J, 120 Lh “A}07 “A A/0Z OY 

















© 
E 
e 
FI 
‘S 
= 
3 
§ 
5 
bd 
im 
3 
N 


0 vee 
lo 0 tw g'o =: Hd ‘a 


310.M9 197, 3 d ouysuge ° IS ]IOZ, ao opurvmosuy 
gy -s3unyoiq sine iin, (3) sogndjeydsoyg 


























(j1ynjoDsne ZunsoQposojepy wd OO] Fut uspInA uoZunMUITSIG 91”) 
‘ueduNUMIIEgN Uosegords yrur oqe ‘Sanwwmysoquy19auy Joep uoAyVjieA Wop YOvU oOMpOzosez] VL 


"9 SOT1OQBT, 








256 Richard Willstitter und Eugen Bamann, 


nicht erheblich vermehrt wird, nicht rasch genug das giinstige p,, 
einstellt. Ist die Verfliissigung unvollstindig, so sieht man unter 
dem Mikroskop noch unversehrte Hefezellen neben den anderen, 
deren Struktur zerstért und deren Plasma an die Wand gedringt 
ist, deren Vakuolen entleert und glanzlos sind. Wahrend die Vor- 
schrift Behandlung mit Essigester fiir die Dauer von 4—6 Mi- 
nuten anrit, halten wir es fir vorsichtiger, die Verfliissigung 
10—15 Minuten dauern zu lassen, dann zu verdiinnen und 
mit Ammoniak zu neutralisieren. Bei einer EKinwirkung von 
10 Minuten bis tiber 1 Stunde finden wir den Maltasewert 
konstant. Bei zu langer Dauer, z. B. 4 Stunden Einwirkung 
des HEssigesters vor dem Beginn des Neutralisierens (Nr. 12 der 
Tab. 7), leidet die Maltase allmahlich durch die gebildete Siure. 
Die angegebene Puffermenge, 0,12 g Na,HPO,-2H,O + 
0,09 g KH,PO, fiir den Ansatz von 100 ccm Maltoselésung, 
erscheint uns als etwas zu knapp. Es ist ratsam, 1 g Phosphat- 
mischung fiir 100 ccm Bestimmungslésung anzuwenden; die 
Wasserstofizahl bleibt dann optimal bis zum Ende der Analyse 
trotz der proteolytischen Vorginge. 

Bestimmung mit Hilfe von Diammonphosphat. Die 
Hefe 1i8t sich sehr gut aliein mit Diammonphosphat abtéten 
und verfliissigen. Im mikroskopischen Bilde erscheinen Zell- 
winde und Plasma der Hefe wenig angegriffen, die Vakuolen zu 
einer oder zweien gesammelt und durch Aufspringen der Zellhiute 
entleert. Die Randformen der Hefezellen und ihrer Hohlriume 
treten scharf hervor. Durch das Phosphat entsteht ohne wei- 
teres, wenn die Menge nicht iibertrieben gro8 gewahlt wird, 
eine fir die Maltase optimale Wasserstoffionenkonzentration, 
nicht iiber 7,3; um der Einheitlichkeit der Bedingungen willen 
wurde auch dann noch der Puffer zur Maltose zugefiigt. 

Man verreibt etwa 10 g abgepreBte Hefe, deren Trocken- 
gewicht nicht unter 25°/, betragen darf, das ist die 2,5 g 
Trockensubstanz entsprechende Menge, mit 1 g feingepulvertem 
Diammonphosphat bis zur vollstindigen Verfliissigung, die in 
8—10 Minuten erreicht ist. Dann verdiinnt man mit Wasser 
auf 50 ccm und tragt je 20 ccm Suspension in die Maltose- 
lésung ein. Die Tab. 7 zeigt in den Versuchen Nr. 3—8 und 
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14—17, in denen das Ammonphosphat 5 Minuten bis 22 Stun- 
den einwirkte, Zeitwerte von 39,8—43,5, die untereinander 
und mit dem nach dem Essigesterverfahren gefundenen iiber- 
einstimmen. Wird aber die Menge Diammonphosphat auf 
20°/, gesteigert, so beginnt die Maltase in einigen Stunden 
zu leiden, der Zeitwert fallt ungenau aus. 

In den Versuchen 18—21 der Tab. 7 wurde statt des 
Diammonphosphats die Phosphatmischung von p,, = 6,8 an- 
gewandt, ebenfalls mit genauer Ubereinstimmung der Zeitwerte. 

Bestimmung nach Verflissigung mit Natrium- 
chlorid. Eine weitere Art der Abtétung, wie die mit Phos- 
phat nur durch osmotische Vorginge bewirkt, besteht im Ver- 
mischen der Hefe mit gepulvertem Kochsalz. Mit 10°/, vom Ge- 
wicht der Frischhefe erfolgte in meist weniger als 10 Minuten voll- 
stindige Verfliissigung unter Siurebildung, so daB 10 ccm 
1°/,igen Ammoniaks fiir 10 g Frischhefe erforderlich waren. 
Nach Einwirkung von 10—30 Minuten wurde der Hefebrei ver- 
diinnt und neutralisiert. Die Versuche Nr. 22, 23 und 29 der 
Tab.7 ergaben denselben Zeitwert wie mit Essigester oder Phosphat. 

Vergleich abgetiteter mit lebender Hefe. Die 
SchluBfolgerung aus der Maltasebestimmung in abgetéteter 
auf den Maltasewert der lebenden Hefe wird durch den Ver- 
gleich mit der Saccharasewirkung bestitigt. Es hat sich in 
sehr zahlreichen Versuchen ergeben, daB verfliissigte Hefe 
ebensoviel rohrzuckerspaltende Wirkung ausiibt wie frische 
Hefe unter den iiblichen Bedingungen der Invertinbestimmung, 
also in toluolhaltiger Rohrzuckerlésung; das die Garung unter- 
driickende Toluol tétet langsam die Hefe ab und mit der 
enzymatischen Aktivitit der Hefe wahrend dieser langsamen 
Zellgiftwirkung stimmt wiederum genau iiberein die Wirksam- 
keit der lebenden Hefe unter giinstigen Girbedingungen, bei 
Ausschlu8 eines schidigenden Agens. Die Zuverlissigkeit der 
Invertinbestimmung in Hefe konnten schon H. v. Euler und 
R. Blix?) mit der Erfahrung begriinden: ,,Mit der gleichen 
Menge ein und derselben Hefe wird namlich... die gleiche 





1) Diese Zs. Bd. 105, S. 83 (1919) und zwar S. 88. 








Bestimmung der Maltase unter Abtétung mit Essigester oder Phosphat oder Natriumchlorid. 


«< 2 


= + 


(Die Bestimmungen wurden mit 100 ccm Maltoselésung ausgefiihrt.) 





























Verfliissigung 
Nr. Hefe 
Art Dauer 

I 1 | Re 20/V; 1,0¢ Essigester 30 Min. 
5 2 %? ? 9? 30 ”? 
a 3 pee Diammonphosph. 10°/, . 
= 4 ? %) 9 - 3? 
= 5 ? ” 
a ee ; 1 Std. 
= 7 ” ” ” 3 iy 
= 8 ” ” ” 17 ” 
. 9 ci », | Phosphatmisch. py,,=6,8;| 380 Min. 
= 10 a lig Essigester 0, 
~ 11 ” ” ” 30 
- 6 . 4 Std. 
es 9? 9 
ix 18 ” ” ” 22 ” 
@ 14 1 ,, | Diammonphosph. 10°/, | 10 Min. 
8 15 ? ” ” 30», 
ves 17 9 “ y 22 ” 
18 ., | Phosphatmisch. py=6,8 10 Min. 
= 19 3? 99 ” 30 ? 
= = “ “1 a 4 Std. 
pS 21 ” ” ”? 22 ” 

22 ” ”? Kochsaiz 10°/, 10 Min. 

23 ” ” : 7 30 

24 | Re1is/Il; 1,0g} Diammonphosph. 10°/, 2—3,, 

25 ¥ 9 9% 1 Std. 
a 0 
ocd 26 ” ” ” 20°/ 3 
na 27 | Rdi/Ill; 0,9¢ Essigester 10 Min. 

28 _ a Diammonphosph. 10°/, Ww 4 

29 “ ms Kochsalz 10°/, | Dae 





Reakt.-Zeit 
Min. 

98,3 161.5 
98,0 161,8 
90,0 140.0 
82,5 132,0 
88,3  1838,6 
97,0  151,8 
62,0 
95,0 159,8 
86,2  181,5 
90,8 
85,2 
19,6 148,5 
98,0  148,9 
89,5 
85,0 
79,0 
96,5 
89,4 
85,0 
81,8 
95,5 

07,6  174,8 
85,5 114,0 
90,1 
32.0 90,0 
318 92,8 
81,0 133,0 
81,1  130,0 
83,0  128,0 





Drehungs- 














abnahme Spaltung Zeitwert 
0 °/, 

8,43 4,08 | 53,6 63,8 | 41,4 41,0 
8,40 4,00 | 58,1 62,6 | 42,0 40,5 
8.26 3,85 | 51,0 60,0 | 42,5 43,0 
8,20 3,75 | 50,0 58,7 | 41,2 42,5 
3.23 8,74 | 50,6 58,4 | 420 43,5 
8,36 3,99 | 52,5 62,8 | 42,0 42,5 
2.87 44,8 — | 40,2 

8,35 4,17 | 52,2 65,0 | 41,5 40,5 
8,27 3,86 | 51,1 60,3 | 40,6 40,0 
3,48 53,6 41,0 

3,30 51,5 42,3 

8,10 3,94 | 48,5 61,6 | 45,8 46,2 
2,85 3,30 | 44,5 51,6 | 71,5 78,7 
3,44 53,7 40,7 

8.35 52,3 40,5 

8,32 51,8 40,5 

8,55 55,5 89,8 

8,44 53,7 40,7 

3,35 52,8 40,5 

3,36 52,5 89,9 

3,50 54,7 40,7 

3,60 4,39 | 568 68,5 | 42,0 42,2 
8,36 8,79 | 52,6 59,2 | 40.2 40,1 
8,38 52,8 88,4 

215 38,38 | 33,6 52,8 | 388 88,5 
1,98 3,89 | 30,9 51,6 | 45,5 43,2 
3,02 3,59 | 47,1 562 | 425 426 
8,00 3,59 | 46,8 562 | 423 42.5 
8,01 3,60 | 47,1 56,2 | 423 42,7 
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Invertasewirkung erzielt, unabhingig davon, ob die Zellen 
durch Trocknen entwissert wurden ... oder durch Toluol bzw. 
Chloroform an Zuwachs und Gartiatigkeit gehemmt wurden, 
oder ob die Hefe frisch zur Anwendung kam.“ Vergleichende 
Versuche von R. Willstaitter und R. Racke?) mit lebender 
und mit feinzerriebener Hefe sprachen zugunsten dieses Satzes. 
Schon bei gewéhnlicher Bierhefe ist im Vergleich zu der starken 
Invertinwirkung die Garung so langsam und geringfigig, daB 
durch Wegbleiben des Zellgiftes kein erheblicher Fehler ent- 
steht. Vollends erlauben die saccharasereichsten Hefen, die 
in der neunten Abhandlung iiber Invertin beschrieben sind, 
mit aller Genauigkeit den Vergleich der Invertinwirkung von 
lebender Hefe bei Abwesenheit und bei Gegenwart eines Zell- 
giftes auszufiihren, denn hier kommt die Garung neben der 
Spaltung gar nicht in Betracht (Halbgirzeit z. B. 21/, Std., Halb- 
spaltungszeit fiir Rohrzucker unter Giarbedingungen 15 Sek.). 
Die Versuche mit und ohne Toluolzusatz (Tab. 8), fiir deren 
Ausfihrung wir Herrn Gerhard Kiinstner zu Dank ver- 
pflichtet sind, ergaben vollkommene Ubereinstimmung. 


Tabelle 8. 


Bestimmung des Invertins in invertinreicher Hefe mit und ohne Zellgift. 
(Bedingungen der Vergleichszeitwertbestimmung.) 






































5 +S? tact ute 
® -_- 
Bo tol SS a 8 = eT £ 
Versuchs-§ | 2%] + a¢t = 2B = 
a bedi . a1 2 of) 2 tS =YT 
Se al 
edingungen E 4 ai 4 A‘ ah é B| 3 
oo | Mm] * Fo re 
la ohne Toluol 6,70 | 13,0 4,52 | 66,0 9,0 20,2 
iki mt, 6,70 | 145 | 4,79 | 700 | 9,0 | 20,2 
2a] ohne ,, 7,22 | 8,7 | 2,17 | 81,6 | 15,2 | 36,6 
2b | mit ,, 7,22 | 8,3 | 2,07 | 30,2 | 15,4 | 37,0 
3a | obne,, 815 | 14,4 | 3,59 | 52,4 | 13,7 | 37,0 
3b | mit _,, 8,15 | 14,2 | 3,55 | 51,8 | 13,6 | 36,8 
4a] ohne, 10,10 | 6,9 | 3,07 | 448 | 7,9 | 26,5 
wink. 10,10 | 7,0 | 3,07 | 448 | 380 | 26,8 





1) Ann. d. Chem. Bd. 125, S. 1 (1920/21) und zwar S. 12. 
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Hefe von den Zeitwerten 20 bis etwa 500 sind fir die 
Invertinbestimmung ohne Vergiftung geeignet. Invertinarme 
Hefen, zum Beispiel Brennereihefen vom Zeitwert 1000, erfor- 
dern Gegenwart von Toluol, weil sonst die einsetzende Garung 
mit der Zeit ansteigende Invertinwirkung vortéuscht. Invertin- 
irmste Hefen, zu denen wir in der elften Arbeit iiber Invertin 
gelangten, lassen sich, wie dort gezeigt wurde, nicht mehr in 
der iiblichen Weise analysieren; man muB sie wie fir die 
Maltasebestimmung zuerst durch Zellgift abtéten, wahrscheinlich, 
weil die noch vorhandene geringe Enzymmenge fiir den Zucker 
nicht mehr geniigend zuginglich ist. 

Die Beobachtungen der elften Arbeit iiber Invertin 
scheinen auch auf das Verhalten der Maltase in der Hefe 
Licht zu werfen. Die untersuchten Hefen sind durchweg 
maltasearm. Um die verwickelten Verhialtnisse zu erklaren, 
die friher den Nachweis und die Bestimmung der Maltase 
in frischer Hefe vereitelten, scheint die Beriicksichtigung un- 
geeigneter Aciditit in der absterbenden Zelle nicht zu geniigen. 
Der Vergleich mit invertinarmsten Hefen kann zur Klarung 


der Erscheinung beitragen. In diesen ist das noch iibrige | 


Invertin weder fiir Sauren, noch Alkalien, noch fiir Rohrzucker 
leicht erreichbar. Es ist méglich, daB die Maltase, deren 
Rolle fir die Garung eine ganz unwichtige ist, fiir den in die 
Zelle eintretenden Zucker erst durch die starken Verinderungen 
bei der Abtétung geniigend zuginglich gemacht wird. 

Beispiel: Bierhefe, durch 2 stiindige Einwirkung von 0,15 n-H,SO, 
invertinarm gemacht. 

a) Bestimmung des Inyertins nach dem iiblichen Verfahren: Reakt.- 
Zeit: 61 Min., Drehungsabnahme: 0°. 


b) Verfitiaelgung mit Essigester, Best. u. Zus. von Toluol unter Bed. 
d. Vergleichszeitw. (angew. 1,17 g Trockenhefe auf 100 ccm Zuckerlésung). 














Reakt.-Zeit | Drehungsabnahme Spaltung | Halbspaltungs- 
Min. . “le zeit 
“64, ee 1,87 : 20, 0 196 
126,0 2,44 35,6 192 
247,0 4,24 61,9 191 











Zeitwert: 18700. 








a a ee 
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IV. Direkte Vergarung der Maltose. 


Die vierte*) Mitteilung dieser Reihe handelt davon, daB die 
Hefe M, einige Zeit die einzige vom Berliner Institut fir Girungs- 
gewerbe vertriebene Brennereihefe, und zwei aus der Industrie 
bezogene obergirige Hefen (Branntweinhefen der Sinner A.-G. 
und der Spiritusfabrik Stadlau bei Wien) keine Maltase oder 
nur Spuren davon enthalten. Merkwiirdigerweise fehlt diesen 
Hefen der Praxis eben dasjenige Enzym, dessen Anwesenheit 
und Funktion nach der allgemein angenommenen Anschauung 
die Vorbedingung fir die Vergirung des Malzzuckers sein 
sollte. Uhbrigens fielen so wichtige Hefen der Praxis auch 
durch ihre verhiltnismaBig geringe Géarleistung auf. Die 
Gaérungsindustrien sollten aus diesen analytischen Versuchen 
die Anregung entnehmen, die enzymatischen Leistungen und . 
die Garleistungen ihrer Heferassen quantitativ zu beobachten 
und neben der mikroskopischen Kontrolle bei der Auswahl und 
Reinzucht zu beriicksichtigen. 


Der Stellungnahme von H. v. Euler und K. Josephson?) 
zur Frage der direkten Maltosegirung verdanken wir die Ver- 
anlassung, das Beweismaterial der vierten Mitteilung zu vervoll- 
kommnen, Zu diesem Zwecke geschah es, dab die Zuverlassig- 


keit und Genauigkeit der Maltasebestimmung im vorigen Ab- 


schnitt nachgepriift und iiberzeugender gestaltet wurde. Die 
friheren Beobachtungen mit praktisch maltasefreien Hefen 
lassen sich auch durch den Nachweis erginzen, daB unsere 
gewohnlichen Bierhefen ebenfalls imstande sind, Maltose ohne 
vorangehende Hydrolyse durch die Wirkung einer besonderen 
Komponente ihres Zymasekomplexes zu vergiren. 


Kine Brennereihefe von noch unbekanntem Maltasegehalt, 
reine Branntweinhefe der Zuckerraffinerie Frankenthal, Fabrik 
Regensburg, war in der elften Arbeit tiber Invertin das Material 
fir Invertinverminderung in der lebenden Hefe. Diese Regens- 
burger Hefe (Vers. 1 der Tab. 9) enthilt Maltase nur spuren- 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 (1921). 
*®) Diese Zs. Bd. 120, 8. 42 (1922) und zwar S. 54. 









Tabelle 9. 


Versuche mit maltasearmen Hefen. 




















Maltasebestimmung (in 100 ccm Maltoselésung) 
¢ Nr.| Hefe bzw. Autolysat Vorbehandlung te Reakt..Zeit —— Sealtene Ringe 
a Min. 0 Ce.- spaltungzeit 
p 1 | Regensb. Branntw.-Hefe ohne 920 30 0 0 — 
=f 1125,5 0,25 —-B,9 50000 
. 2340 0,35 5,5 53000 
5 2 Gs 2 Std. mit 0,15n-H,SO, | 19000 1128 0,80 4,7 40000 
= | 2840 0,37 5,8 50000 
= 3 : 1 Std. mit 0,05n-NaOH | 25000 1127,5 0,26 4,1 50000 
5 2340 0,36 5,6 53000 
od 4 | Léwenbriuhefe Rd 1/III ohne 366 69 2,93 45,9 42 
8 5 . 2 Std. mit 0,15n-H,SO,| 3000 228.5 0,68 66-° 1880 
pe 1050 1,55 24,3 2360 
6 } Autol. aus Reg. Branntw.- | 590 0,23 3,6 40000 
Hefe (angew. 20 cem ent lo a5 Aufbew. bei 0° 827 0,15 2,8 45000 
a sprech. 2g Trockenhefe) | | 
© . . = Pe 121 0,02 | 0,3 “_ 
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weise, die Halbspaltungszeit fiir Maltose betragt fiir die Hefe- 
menge des Giransatzes 100000 Minuten (am Ende der Halb- 
girung bestimmt 60000), die Halbgirzeit unter denselben Be- 
dingungen 242 Minuten. | 


Giirversuch: 30 60 90 120 150 180 210 242 Minuten 
7,0 15,5 24,8 39,0 63,0 89,5 1160 144,0cem CO,. 


Auch hier gilt, daB die Maltose in Zeiten vergoren wird, 
in denen die Hydrolyse gar keine Rolle spielt. Die Genauig- 
keit der Maltasebestimmung ist dabei belanglos. Ein nach 
dem im Abschnitt VY beschriebenen Verfahren gewonnenes 
Autolysat dieser Hefe enthielt (Vers. 6 der Tab. 9) keine Mal- 
tase und bildete auch keine bei 3—5tigigem Aufbewahren 
bei 0°. 

Mehrstiindige Behandlung mit 0,15 n-Schwefelsiiure oder 
0,05 n-Natronlauge dnderte den spurenweisen Maltasegehalt 
nicht. 


Wird Bierhefe nach dem Verfahren der Invertinverminde- 
rung von Willstatter und Lowry 2 Stunden mit 0,15n- 
Schwefelsiure behandelt, wobei der Invertinzeitwert von 366 
zu 3000 ansteigt, so verschlechtert sich zugleich der Maltase- 
gehalt (Vers. 5 der Tab. 9) entsprechend den Zeitwerten 42 und 
etwa 2000 (gef. 1880 und 2360). Diesem Werte entspriache 
eine Halbspaltungszeit fiir die Hefemenge des Giiransatzes von 
etwa 4000 (3760 und 4720) Minuten gegeniiber einer Halb- 
garzeit von 167 Minuten. 


Girversuch: 30 60 90 120 150 167 Minuten 
23,8 47,4 72,4 99,4  127,0 144,0cem CO,. 


Es ist indessen zu beriicksichtigen, daB wihrend der 
Girung eine Neubildung von Maltase wie von Saccharase 
erfolgt. Am Ende der Halbgirzeit wies die Hefe wieder einen 
Maltasegehalt entsprechend dem Zeitwert 106 auf. Wenn man | 
nun den am Ende erreichten Maltasegehalt dem Vergleich der 
Zeiten fir Hydrolyse und Girung zugrunde legt, das ist die 
fir unsere Betrachtung ungiinstigste Annahme, so steht der 


 Halbgarzeit von 167 Minuten eine Halbspaltungszeit von 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLI. = 18 
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212 Minuten gegeniiber. Besser wirden die Zeiten der 
1/,-Garung und -Spaltung verglichen. Denn es ist noch un- 
beriicksichtigt, daB die Maltose im Garversuch ‘infolge der 
Wegschaffung des hemmend wirkenden Spaltungsproduktes Glu- 
cose stirker wirken kann, als die Maltasebestimmung anzeigt. 


V. Bildung von Enzymlésungen aus der Hefe.’) 


Unsere Anschauungen iiber die Bildung von Lésungen 
der Enzyme, zum: Beispiel der Maltase aus der Hefe, hat sich 
in den letzten Jahren wesentlich geindert. Es gab Schwierig- 
keiten, Maltase aus der frischen Hefe ,auszulaugen“. C.J. Lint- 
ner und E. Kréber?) fiihrten Unterschiede zwischen Saccharase 
und Maltase auf verhiltnismaBige Schwerldslichkeit der Maltase 
zuriick, Und KE. Fischer*) erklarte seinen Befund, daB ,,beim 
Auslaugen der Frischhefe mit Wasser“ ,nur das Enzym in 
Lésung geht, welches den Rohrzucker spaltet“, mit der An- 
nahme, daB die Diffusion aus der unversehrten Zelle nach 
auBen bei der Maltase gehindert, bei der Saccharase nicht 
gehindert sei. Auch A. Croft Hill‘) gibt an, die Maltase 
»does not leave the cells until they have been thoroughly 
dried“, 

Die Auflésung von Enzymen aus der Hefe, eingehend 
untersucht in unserer ersten Abhandlung iiber Invertin, beruht 
auf den wahrend und nach der Abtétung der Zelle eintretenden 
enzymatischen Vorgingen der Freilegung. Die Kunst der 
Darstellung von Enzymlésungen hoherer Reinheitsgrade be- 
steht darin, die Freilegung eines Enzyms von den gesamten 
Vorgingen der Hefeautolyse soweit als méglich zu trennen. 
So gelingt es, wie in unserer SchluB8arbeit (XII) iiber Invertin 
berichtet wird, Hefeautolysate darzustellen, die 150 mal reinere 





1) Fortsetzung d. Abschn. A, I u. IV u. VII der ersten Abh. iiber 
Invertin, Ann. d. Chem. Bd. 425, §. 1 (1920/21). 

2) Chem. Ber. Bd. 28, S. 1050 (1895). 

*) Chem. Ber. Bd. 27, S. 3479 (1894) und diese Zs. Bad. 26, 8. 60 
(1898) und zwar S. 75. 

‘) Journ. Chem. Soe. Bd. 73, 8. 684 (1898) und zwar S. 635, 
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Invertinlésungen sind, als die in der ersten Abhandlung be- 
schriebenen. 

Im folgenden wird die Darstellung der Maltaselésungen so 
verbessert, da8 man aus Frischhefe in 3—8 Stunden 95—100°/, 
des in der Hefe nachgewiesenen Enzyms in wi8rige Lésung von 
Zeitwerten 12—2, also Maltasewerten 883—500 tiberfitihrt. Noch 
vor kurzem konnten die Versuche iiber Isolierung der Maltase 
den Eindruck*) hervorrufen, daB ,,die Maltase sehr schwer aus 
der Hefe abtrennbar“ sei. Die vergleichende Auflésung von 
Saccharase und Maltase hat nun zu dem iiberraschenden Er- 
gebnis gefiihrt, daB die Maltase sogar rascher als die Saccharase 
freigelegt und in Loésung iibergefiihrt wird. 

Es gelang zum ersten Male, ohne vorangegangene Trocknung, ~ 
aus Hefe Maltaselésungen darzustellen nach dem ,,Neutrali- 
sationsverfahren“ der ersten Mitteilung tiber Maltase; mit 
Wasser verdiinnt, wurde die Hefe der Wirkung eines Zell- 
giftes (Toluol) ausgesetzt und die allmahlich produzierte Saure 
von Zeit zu Zeit mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert. Das 
Verfahren wird nun dadurch verbessert, da8 wir wie zum Zweck 
der Enzymbestimmung in der Hefe ohne Verdiinnen mit Wasser 
die Kinwirkung des Zellgiftes, am besten Essigester, vornehmen, 
um einige Zeit nach vollstindiger Verfliissigung zu verdiinnen, 
in einem Male zu neutralisieren und die Freilegung des Enzyms 
in einem T'ag oder noch kiirzerer Zeit bei Zimmertemperatur vor 
sich gehen zu lassen. Die Bedingungen der Bestimmung in 
der Hefe selbst, wobei die Maltase noch zum allergréSten 
Teile in der Zelle zur Wirkung gebracht wird, sind also fiir 
die Entbindung der Maltase aus der Zelle die geeignetsten. 

Es ist ein geringfiigig erscheinender Umstand, ob die mit 
Wasser verdiinnte Hefe der EKinwirkung von Essigester und 
dergl. unterliegt oder ob das Gift zuerst einige Minuten lang 
auf die unverdiinnte, immerhin 75°/, Wasser enthaltende Hefe 
einwirkt. Aber dieser kleine Unterschied ist von groBer Trag- 
weite fiir den Verlauf des enzymatischen Protoplasmaabbaues, 





1) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 120, S. 42 (1922) 


und zwar S. 56. 
is* 









Tabelle 10. 


Vergleich der Freilegung von Maltase und Saccharase aus frischer Hefe nach Abtétung in unverdiiuntem Zustande. 
(Liwenbriuhefe Rd 1/III; Invertinzeitwert 366, Maltasezeitwert 41.) 

















. Maltase Saccharase 
I Dauer ; ute) : oa 
Verfliissigung und Art a Ae ee Vs te 
E Nr. r ig ' & der M.-fe, }. in der ‘h g hiushote S.-V. E. in der 1 g Lugheute 
a der Autolyse Autolyse jin 1 g angew.| Trockenhefe in 1g angew | Trockenhefe | “~~ : 
pa Trockenhefe|entspr. Menge Trockenhefe|¢tspr. Menge 
= Stdn. Enzymlésung < - |Enzymlésung %, 
2 ; 
S 1 | Hefe vom Trockengew. 20,8°/,; 5 | 0,0244 0,0133 54,6 0,4550 0,13380 29,8 
on mit Essigester bei 23°, ge-| 17 - 0,0191 78,1 ‘ 0,3460 76,0 
3 brochen 24 3 0,0189 71,4 si 0,4250 98,5 
2 2 | Hefe vom Trockengew. 22,7°/,; 20 = 0,0288 97,9 ss 0,3120 68,5 
2 mit Essigester bei 23°, un- 
pe gebrochen 
2 3 | Hefe vom Trockengew. 26,6°/,; 5 3. 0,0115 47,1 a 0,1160 25,6 
rt mit Essigester bei 23°, un- 81/, = 0,0191 78,1 ye 0,2000 43,9 
= gebrochen 22 5 0,0250 102,5 re 0,4640 102,0 
o 4 | Hefe vom Trockengew. 24,1°/,; 51, - 0,0118 48,3 ¥ O1700° |. 84 
a mit Diammonphosphat bei 23°, 81/, es 0,0175 71,8 : 0,2090 45,9 
ol ungebrochen 22 > 0,0226 92,6 3 0,2540 55,9 
6 5 | Hefe vom Trockengew. 26,6°/,; 5 . 0,0191 78,1 ‘ 0,1095 24,1 
mit Diammonphosphat bei 23°, 81/, a 0,0229 94,0 ‘ 0,1890 41,5 
ungebrochen 22 x 0,0246 101,0 = 0,4530 99,6 
6 wie 5 3 <a 0,0232 95,2 ra 0,1820 40,0 
2 4 i i a ze 0,8070 67,5 
Ss 5 ¢ 0,0265 108,5 0,4300 94, 
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wovon die Freilegung eines zuckerspaltenden Enzyms ein Teil- 
vorgang ist. Man war geneigt anzunehmen, da es vorsichtiger 
und schonender ist, die Frischhefe, verdiinnt mit dem gleichen 
oder doppelten Gewicht Wasser (also wasserfreie Hefe mit 
etwa 10 Teilen Wasser), der langsamen Kinwirkung von Toluol, 
- Chloroform oder Hssigester auszusetzen, da unter solchen 
Bedingungen besonders reine Enzymlésungen entstehen. Es 
hat sich aber in dieser Arbeit und besonders’ in den gleich- 
zeitig ausgefiihrten letzten Untersuchungen itber Invertin 
(X. und XII.) gezeigt, daB die Freilegung und Auflésung der 
Saccharase und der Maltase und der Proteasen viel selektiver 
und dabei verlustlos verliuft, wenn durch den kriftigen Ein- 
griff der Abtétung unverdiinnter Hefe unter Verfliissigung und 
Abtrennung des Verfliissigungssaftes die Exosmose der Enzyme 
eingeleitet wird. Bei den ein wenig ilteren Verfahren, In- 
vertinlésungen darzustellen, geht mit der Saccharase und Mal- 
tase das halbe Gewicht der Hefe infolge autolytischer Vor- 
ginge in Lisung. Nach unseren neuen Methoden, wobei als 
wesentliche Verbesserung die Fraktionierung wihrend der Auto- 
lyse hinzukommt, werden die Enzyme quantitativ in waBrige 
Lésung tibergefiihrt zusammen mit 4/29 bis zu 1/,, der Hefemasse. 
Aus diesem Vergleich folgt, da8 beim langsamen Vergiften ver- 
diinnter Hefe weitgehender enzymatischer Abbau des ganzen 
 Hefeinhaltes stattfindet, daB sich dagegen bei energischer Ab- 
tétung der unverdiinnten Hefe und darauffolgendem Verdiinnen 
und Abtrennen des Verfliissigungssaftes vorwiegend die ge- 
suchten Enzymkomplexe vom Zellinhalt ablésen und mit ver- 
haltnismaBig wenig Ballast in wiBrige Lésung ibertreten. 
Die Zusammensetzung der aus unverdiinnt abgetéteter 
und aus verdiinnter, langsam vergifteter Hefe bereiteten Enzym- 
lésungen ist, auch abgesehen vom Reinheitsgrade, wesentlich 
verschieden (vgl. Abh. XII iiber Invertin). Die einen weisen 
natiirliche Komplexe der Enzyme in mehr geschontem, dem 
urspriinglichen niher verwandten Zustande auf, wihrend die 
andere Art von Lésungen, die dlteren, namentlich nach den 
proteolytischen Vorgingen der Alterung, weitgehend verwandelte 
Enzymaggregate enthalten. | 
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Die Vorgiinge der Freilegung einzelner Enzyme lassen 
sich nun klarer verfolgen und quantitativ vergleichen. Die 
Auflésung der Maltase und der Saccharase wird verglichen in 
den Versuchen der Tab. 10, die nach dem Verfahren der Hefe- 
abtétung ausgefthrt sind, teils durch Vergiftung mit Essigester, 
teils durch osmotische Zerstérung mittels Diammonphosphat. 
Ks sind beispielsweise nach diesem zweiten Verfahren (Vers. 6) 
in 3 Stunden 95°/, Maltase neben 40°/, der Saccharase, in 
einem andern Beispiel (Vers. 5) 94°/, Maltase zugleich mit 
41°/, Saccharase in Lisung ibergefiihrt worden. Nach Ab- 
tétung mit Essigester erfolgte im Vers. 3 der Tabelle die 
Auflésung von 78°/, Maltase in 81/, Stunden, wihrend zugleich 
nur 44°/, Saccharase in Liésung gingen. 

Darstellung mit Hilfe von Essigester. Die scharf 
abgepreBte Hefe verriihrt man mit Hilfe eines dicken Glas- 
stabes in einer Pulverflasche mit Essigester (10 ccm auf 100¢ 
Frischhefe) bis zur Verfliissigung, die in etwa 5—10 Minuten 
vollstandig wird. Die diimnbreiige Masse bleibt dann noch 
eine Zeitlang stehen, etwa '/, Stunde, wabrend deren Saure- 
bildung erfolgt und wieder nachlaBt. Darauf verdiinnen wir 
mit Wasser und stellen mit verdiinntem Ammoniak neutrale 
Reaktion auf Lackmus her. Die Analyse herausgenommener 
Proben zeigt die zweckmiBige Dauer der Autolyse an. Bei 
héchstens 1tagigem Stehen gehen 95—100°/, der Maltase in 
Lésung, in zu langer Versuchsdauer bei Zimmertemperatur 
kann die Ausbeute zuriickgehen. 

Um Maltaselésungen von noch héheren Reinheitsgraden 
zu gewinnen, empfiehlt es sich, wie fir Invertin beschrieben, 
kurze Zeit nach dem Verdiinnen mit Wasser durch Zentri- 
fugieren die bei der Hefeverfliissigung und kurz danach aus- 
getretenen Stoffe abzutrennen und die wieder mit Wasser und 
Kssigester angesetzte Hefemasse einen Tag der Autolyse zu 
iiberlassen. | 

Darstellung mit Hilfe von Diammonphosphat. Der 
Verlauf der Freilegung hingt vom Wassergehalt der Hefe ab; 
21°/,ige Hefe ist zu feucht, scharf abgepreBte, die 25—27°/, 
Trockensubstanz enthalt, ist sehr geeignet. Die Gewinnung 
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der Maltase und Saccharase ist so noch einfacher, man braucht 
nur die Frischhefe mit 10°/, ihres Gewichtes an feinst ge- 
pulvertem Phosphat bis zur Verfliissigung zu verriihren und 
nach etwa 1 Stunde mit Wasser, dem 10fachen auf Trocken- 
hefe berechnet, zu verdiinnen, wobei das Neutralisieren weg- 
fallt. Gewdhnlich ist die Maltase in 5—8 Stunden quantitativ 
in Lésung iibergefiihrt. 


VI. Zunahme der Maltasewirkung in den Autolysaten. 


Fir Arbeiten mit Maltaselésungen ist es von entscheidendem 
Nutzen, daf die Liésungen dauernd bei 0° (nicht nur im Eis- 
schrank) aufbewahrt werden. Schon in der ersten Mitteilung 
dieser Reihe sind merkwiirdige Beobachtungen iiber Zunahme 
von Maltasewerten der Autolysate gemacht worden, aber die 
Aktivitaétssteigerung und die Inaktivierung des Enzyms iber- 
deckten sich. Die Maltase ist viel weniger bestindig als die 
Saccharase. In den Autolysaten, die als Ausgangsmaterial 
fir Invertin dienten, verschwand die Maltase beim Altern 
bei 30° stets schon in 1 Tag, beim Stehen bei Zimmertemperatur 
oft in einigen Tagen. Dagegen waren bei 0° unsere Maltase- 
lésungen mehr als 1 Woche ganz haltbar. So labt sich nun in 
allen Fallen, beginnend am 2. oder 3. Tage, bedeutende Er- 
héhung der Maltasewirkung beobachten, und zwar ohne eine 
Anderung des zeitlichen Verlaufs der Einwirkung auf Maltose. 

Wie die Tab. 11 zeigt, stieg die Aktivitét der Enzym- 
lésungen von 0,0278, 0,0301 und 0,0290 scheinbaren Maltase- 


- einheiten auf 0,0425, 0,0488 und 0,0485 M-[e.] an, also bis 


um 67°/,. Diese am Invertin von uns nie beobachtete Er- 
scheinung kommt vielleicht dadurch zustande, da8 ein mit der 
Maltase vergesellschafteter reaktionshemmender Begleitstoff 
verandert oder abgeschieden wird. Diese Annahme gibt einem 
Kinwand recht, den vor einigen Jahren A. Kiesel') ganz all- 
gemein, gliicklicherweise zu allgemein, gegen die quantitative 
Vergleichbarkeit verschiedener Objekte in bezug auf ihren 
Fermentgehalt geaiuBert hat. 





1) Diese Zs. Bd. 118, S. 284 (1921/22). 
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Neben dem Enzymzuwachs bemerkt man in den Auto- 
lysaten, wie schon in der ersten Mitteilung erwaihnt, beim 
Stehen die Bildung eines geringen, sehr feinen Niederschlags. 
Dieser vermag aber, der klaren Fliissigkeit zugesetzt, nicht 
etwa eine Hemmung der Maltosespaltung zu bewirken. Eine 
andere Moglichkeit fair das Zustandekommen der Aktivitits- 
zunahme wire die Neubildung von Enzym aus einer Vorstufe. 
Mit dieser Hypothese steht indessen schlecht in Einklang, 
daB die Maltasemenge bei der Auflésung aus der Hefe an- 


Tabelle 11. 


Gang der Maltasewirkung in den bei 0° aufbewahrten Autolysaten. 


(10ccm Autolysat, entspr. 1g angew. Hefetrockensubstanz, auf 100 ccm 
Maltoselésung einwirkend.) 











: aoe Gehalt an Maltase 
uto- : rehungs- % 
lysat Alter} Reaktionszeu ne Pad Spaltung bite} al 
Nr. zunahme 
Tage Min. . J, °/, 
Tt OT 37 8,17 49,5 0,0278 
3 | 29,0 58,83 130,012.36 3,15 4,40136,9 49,3 69,0]0,0345, 24,0 
6 | 34,7 87,0 159,2]2,74 3,86 4,68] 42,8 60,4 73,0]0,0895, 42,0 
9 | 50,0 3,28 51,8 0,0425 58,0 
12 | 40,0 2,87 44,8 0,0885. 
II | 0 | 59,0 104,2 2,99 8,78 46,6 59,1 0,0294 
1 | 47,6 95,5 2,94 3,89 45,9 60,9 0,0850, 19,0 
4 | 40,0 65,5 2,86 8,48 44,7 58,5 0,0377 28,0 
7 | 80,0 8,35 52,3 0,0277 
Ill |] 0 | 51,9 2,88 45,0 0,0301. 
2 | 40,2 8,17 49,5 0,0488 62,0 
6 | 75 20,0 1,24 2,02 19,4 31,6 0,0885 
IV | 0 | 565 2,95 46,1 0,0290 
2 | 67,0 8,22 50,2 0,0298| 3,0 
3 | 58,0 67,8 78,6]8,28 3,65 8,90] 51,8 57,0 61,0]0,0416 44,0 
4 | 65,7 3,80 59,3 0,0485 67,0 
7 | 68,0 83,7 8,21 8,65 50,1 57,0 0,0529| 
9 | 60,0 2,89 45,1 0,0262 
11 | 37,0 70,0 115,0}2,00 2,68 3,30]31,2 41,9 51,6] 0,0187 
18 |214,5 16 11,4 0,0006, 
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scheinend konstant bleibt und daB die Hefe unter Bedingungen 
sehr reichlicher Saccharasebildung, namlich bei Giarfihrung 
mit niedriger Zuckerkonzentration, in nur geringem Mafe 
ihren Maltasegehalt vermehrt. 

Aus der Tabelle ist ferner zu ersehen, daB nach Verlauf 
von etwa 8 Tagen die Maltasewirkung zu sinken beginnt. 
Auch dabei tritt keine Anderung der Kinetik ein. 

Dieser Gang der Aktivitit ist an Maltaselésungen bei dem 
giinstigen p,, beobachtet worden. Wie schon L. Michaelis 
und P. Rona?) gefunden haben, ist die Maltase in sauerer und 
alkalischer Lésung viel leichter zersetzlich (vgl. die Tab. 12). 
Fiir die Isolierung des Enzyms ist es jedoch wichtig, die 
Tonerdeadsorbate, die Gemische von Maltase und Saccharase 
enthalten, zur Elution mit saueren und alkalischen Mitteln, 
namlich mit primaérem und sekundirem Phosphat zu behandeln. 
Wenn man bei einer Temperatur von wenig iiber 0° arbeitet, 
dann wird, wie aus den Versuchen 10 und 11 der Tab. 12 
ersichtlich, sowohl ein p,, von 4,5 wie von 8,3 einige Stunden 
lang mit Verlusten von nur etwa 7°/, ertragen. Durch Er- 
niedrigung der Temperatur auf 0° und Abkirzung der Ope- 
rationen lit sich auch dieser Verlust vermeiden. 


*) Biochem. Zs. Bd. 57, S. 70 (1913) und zwar S. 77. 
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Siebente Mitteilung tiber Maltase 


Von 


Richard Willstiitter und Eugen Bamann. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften.) 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktoker 1925. 


Einleitung. 

Es ist die Aufgabe dieser Arbeit, die Adsorptionsmethode 
fir die Fraktionierung von Enzymgemischen weiter zu ent- 
wickeln. Das erste von uns untersuchte Beispiel') der Trennung 
von Enzymen betraf das Gemisch von drei Pankreasenzymen, 
die auf so verschiedene Substrate wie Fette, Proteine und 
Stirke eingestellt sind. Es gelang mit Hilfe von Tonerde, 
die Lipase, wie es schien auf Grund ihrer mehr ausgepragten 
saueren Higenschaften, von Trypsin und Amylase zu trennen, 
wihrend sich Trypsin, anscheinend gem&B seiner basischen 
Kigenschaften, von der Amylase scheiden lieB. Die einander 
viel niherstehenden biosenspaltenden Enzyme werden geringere 
Unterschiede im Adsorptionsverhalten zeigen. Man wird feinere 
Methoden aufsuchen miissen, um ihre bei der vorsichtigen 
Autolyse der Hefe entstehenden Gemische zu fraktionieren. 
Ahnliche Aufgaben stellt die Untersuchung der proteolytischen 
Enzyme. E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck lésen 

in einer demnichst erscheinenden Arbeit das Gemisch der 





 R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 182 (1922/28). 
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pankreatischen Proteasen, Trypsin und Erepsin, in die Kom- 
ponenten auf und auf andere Weise trennen in einer zu ver- 
dffentlichenden Untersuchung R. Willstatter und W. Grass- 
mann die Hefeproteasen, ebenfalls tryptisches und ereptisches 
Knzym. 

Die experimentelle Methode eilt der theoretischen Er- 
klirung voraus. Die auf L. Michaelis') zuriickgehende ein- 
fache Anschauung, nach der die Adsorbentien vermége ihrer 
saueren oder basischen Kigenschaften auf die Enzyme oder 
richtiger auf die Enzymkomplexe von entgegengesetzter elektro- 
chemischer Natur wirken sollen, ist, wie sich im folgenden 
zeigen wird, nicht mehr geniigend, die beobachteten Unter- 
schiede zu erklaren. In dem Aluminiumhydroxyd von der 
Formel AlO,H, das weder mit 38°/,iger Salzsiure noch mit 
4°/,iger Natronlauge merklich zu reagieren vermag, finden wir 
ein so ausgesprochen selektives Adsorbens, daB nicht die saueren 
oder basischen Eigenschaften dieser Tonerde, sondern noch 
nicht genau definierte Affinititsverhaltnisse fiir die Adsorptions- 
wirkungen bestimmend sein miissen. 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten iiber die Iso- 
lierung von Enzymen und zu ihrer Unterstiitzung haben wir 
eine Reihe von Hydrogelen zu untersuchen begonnen. Unter- 
schiede der chemischen Konstitution und des Reaktionsver- 
haltens sollten beispielsweise in den Aluminiumhydroxyden 
aufgesucht und der Adsorptionsmethode dienstbar gemacht 
werden. Diese Absicht wird durch die Darstellung einer 
groBeren Reihe von Tonerdegelen geférdert, die R. Will- 
statter, H. Kraut und O. Erbacher demnichst in einer 
siebenten Arbeit ,,Uber Hydrate und Hydrogele“ beschreiben 
werden. Das frisch gefillte, so rasch als méglich ausgewaschene 
Hydrogel Al(OH), und dasselbe nach eintigigem oder mehr- 
tigigem Altern wird genauer unterschieden von dem fiir 
Adsorptionszwecke gewéhnlich verwendeten langer gealterten 
Tonerdegel. Zu diesen Sorten kommt ein bei 250° durch Ein- 





1) Biochem. Zs. Bd. 7, S. 488 (1907/8); L. Michaelis u. M. Ehren- 
reich, Biochem. Zs. Bd. 10, S. 288 (1908). 
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wirkung von Ammoniak auf Al(OH), gewonnenes Tonerdegel 
von der Formel AlO,H, das sich als ein sehr niitzliches Ad- 
sorbens erweist. 

Das kurz gealterte Tonerdegel AOH), ist in seiner aus- 
wihlenden Adsorptionswirkung auf Gemische von Maltase und 
Saccharase dem ganz frischen Gel weit iiberlegen und es wird 
seinerseits erheblich tibertroffen vom Gel der Formel AlO,H. 
Die neuen Hydrogele vermégen zum Unterschied von den ge- 
wohnlichen Tonerdesorten die Maltase reichlich, aber die 
Saccharase nur spirlich aus den Autolysaten zu adsorbieren. 
Manche Hefeautolysate liefern so schon in einem Vorgang 
Adsorbate und daraus mit Diammonphosphat Elutionen von 
enzymatisch einheitlicher Maltase, wahrend zugleich die Lésungen 
der Saccharase mit geringem Verlust von ihrem Gehalt an 
Maltase befreit werden. 

Die auswihlende Adsorption wird erginzt durch eitie 
Methode der auswihlenden Elution aus den Enzymadsorbaten. 
Aus den Tonerdeadsorbaten werden Maltase wie Saccharase 
durch schwach alkalisches Phosphat eluiert, auch noch durch 
Phosphatmischung von p,, = 6,8, aber von primirem Alkali- 
phosphat wird die Saccharase fast allein eluiert und zwar voll- 
stindig, wihrend der gréBte Teil der Maltase enzymatisch 
einheitlich im Adsorbat zuriickbleibt und daraus gewonnen 
werden kann. 

Fiir die Kenntnis der Adsorbentien ergibt sich aus diesen 
Beobachtungen, daB sie auf Grund der Adsorptionsversuche 
mit einzelnen Enzymen unvollstiindig oder unrichtig beschrieben 
werden. Man priifte zum Beispiel ein Tonerdegel mit Invertin, 
mit Lipase oder mit Amylase usw. So wire das Gel AlO,H 
nach seinem Verhalten gegen Invertin und andere Enzyme 
als ein unbrauchbares Adsorbens zu bezeichnen. LEine ge- 
nauere Kenntnis gewahrt die Prifung mit Enzymgemischen, 
wie den Hefecarbohydrasen, den beiden Pankreasproteasen 
‘oder den beiden Hefeproteasen. Man gewinnt fiir die Ad- 
sorptionsmethode bessere Reagentien, fiir die Erklirung 
der Adsorptionserscheinungen vollkommeneres Beobachtungs- 


material. 
SI 
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Experimenteller Teil. 


Vergleich des Adsorptionsverhaltens von Maltase 
und Saccharase. 


Das Material fiir die Adsorptionsversuche bestand in zwei 
Arten von Gemischen der Maltase und Saccharase. Die Enzym- 
lésungen aus gewdhnlicher Bierhefe enthielten auf 1 M.-[e]. 
nach beendeter Freilegung beider Enzyme etwa das 18 fache an 
Saccharase, mit analogem Ma8e, also Vergleichseinheiten, ge- 
messen. Ineinem Autolysat aus der durch Garfiihrung bei niedriger 
Zuckerkonzentration gewonnenen invertinreichen Hefe trafen hin- 
gegen auf 1 M.-[e]. 666 S.-V.E. Die Autolyse wurde nach voll- 
stindiger Freilegung des Invertins, nach 30 Stunden, abgebrochen. 


1. Enzymlésungen aus 100 g Hefetrockensubst. enth. 2,78 M.-[e]. und 
58,5 S.-V.E.; 2,94 M-[e]. und 66,0 S.-V.E.; 3,01 M.-fe]. und 
51,9 S.-V.E.; 2,90 M.-[e]. und 31,6 S.-V.E. 

2. Enzymlésung aus 100 g invertinreich gemachter Trockenhefe v. 
Iny.-Zeitw. 17,4 enth. 1,44 M.-[e]. und 960 §.-V.E. 

Die Maltase enthaltenden Lésungen waren ununterbrochen 
auf 0° gehalten und alle Operationen, wie Adsorption, Trennung 
von Restlésung und Adsorbat in einer rasch auslaufenden 
Zentrifuge, Auswaschen des Adsorbates und Untersuchung der 
Restlésung sind so genau wie méglich bei 0° ausgefiihrt worden. 

Unter den angewandten Adsorbentien sind drei neue einer 
demniichst zu verdffentlichenden Untersuchung Willstitter, 
Kraut und Erbacher entnommen: 

1. Tonerdegel Al(OH),, aufs rascheste dargestellt, so dab 
das Auswaschen in der Zentrifuge in 2 Stunden nach der 
Fallung beendet war; die Verwendung geschah 3 bis héchstens 
4 Stunden nach Beginn der Ausfallung. 

2. Dasselbe nach Alterung von einem Tag oder einigen Tagen. 

3. Tonerdegel AlO,H. 

Die Mehrzahl der quantitativen Analysen, die den An- 
gaben iiber Adsorptionsverhalten und itiber Trennung der 
Enzyme zugrunde liegen, haben infolge der Veranderlichkeit 
der Reaktionskinetik nur die Bedeutung von Schatzungen oder 
von qualitativen Beobachtungen. Die Maltasemengen M.-[e,]. 
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der Ausgangslisungen, die stets der 1. Zeit-Umsatzkurve der 
sechsten Mitteilung (Fig. 4) folgten, und die Maltasemengen 
M.fe,]. der aus den Adsorbaten gewonnenen Elutionen, deren 
Kinetik der 2. Kurve (Fig. 6 der sechsten Mitteilung) zu folgen 
pflegte, sind nicht ohne weiteres vergleichbar. Noch weniger 
geeignet fiir Mengenvergleich sind die Maltasewirkungen der 
meisten Adsorptionsrestlésungen und Adsorbate, weil diese die 
Maltosespaltung mit von Fall zu Fall verschiedenem zeitlichen 
Verlauf bewirkten. Genaue quantitative Angaben sind daher 
im allgemeinen nur dann zu verzeichnen, wenn es sich um 
das Vorhandensein von 100 oder 0°/, Maltase handelte. Immer- 
hin ist auch da, wo aus der Wirkung nicht auf Mengen des 
Enzyms geschlossen werden darf, das Adsorptionsverhalten des 
Enzymgemisches gegen verschiedene Adsorbentien geniigend 
vergleichbar, da die Maltosespaltung in etwa demselben Be- 
reiche zwischen 15 und 30°/, Hydrolyse mit gleichen Mengen 
der Adsorptionsrestlésungen ermittelt wurde; die Invertin- 
bestimmung begegnete keiner Schwierigkeit. 

Kaolin. L. Michaelis und P. Rona?) haben schon in 
ihren Untersuchungen iiber die Wirkungsbedingungen der Maltase 
beobachtet, daB im Gegensatz zum Invertin die Maltase durch 
Kaolin sehr merklich adsorbiert werde. Nach unseren Ver- 
suchen (Tab. 1) mit vollstandig ausgewaschenem salzsiure- 
behandeltem Kaolin wird aus den Autolysaten, deren groBer 
Hefegummigehalt die Adsorption stért, Maltase viel reichlicher 
als Saccharase adsorbiert, zum Beispiel schitzungsweise mehr 
als °/,, von ersterer zugleich mit °/,, der letzteren. Wurden 
die Adsorbate sofort bei 0° untersucht, so fanden sich darin 
in einem Falle noch etwa 14, in einem anderen etwa 20°/, 
der adsorbierten Maltasemenge. Diese Zerstérung der Maltase 
im Kaolinadsorbate hatten schon Willstatter, Oppen- 
heimer und Steibelt*) beobachtet. In den verschiedenen 
Tonerdeadsorbaten ist dagegen die Haltbarkeit des Enzyms 
bemerkenswert. 





‘) Biochem. Zs. Bd. 57, 8. 70 (1918) und zwar S. 82. 
*) Diese Zs. Bd. 110, 8. 232 (1920) und zwar §. 240, 
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Tabelle 1. 


Kaolinadsorption von Maltase und Saccharase aus Gemischen. 
(Die Bestimmungen wurden mit 100 ccm Maltoselésung ausgefihrt.) 








Nr. 
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Enzymmenge «3 | Bestimmung der Restlésung Bie. 
* SS * 
w | Mm angew. Oo] : 2 D/H 
a 10 cem 88 . 2 |@8| » Sef 3G 
= 295 | 5 ge \fe| 2 |23 2|57 
313) 8 [8s] 2 | Anew [e* 28) 2 (328) 52 
> c 2 Ati2 id A 
Laren *e 
- wa g ecm /|Min.; ° | %, Ts %, 
II | 0,0835/0,6600| neutr.| 9,12] 40 v. 56,2) 65,0/1,00/15,6| %,, | 12,0 
IV |0,029010,8160] ,, | 1,00/20,, 35 (160,0/3,50/54,6| <*/, | 0,8 
Iv |0,0290/0,8160/ ,, | 3,52/20,, 85 | 97,0/2,80/43,8| %/,, | 6,6 
IV | 0,0290/0,8160] ,, |13,80/40,, 78 | 78,5/0,45| 7,0 — 29,4 
IV | 0,0292/0,3160 aa 6.90/20 ,,122 |165,8/0,01| — | vollst. | 28,3 





Tonerde. Alle Gele von Aluminiumhydroxyd adsorbieren 
verhaltnismaéBig mehr Maltase als Saccharase. Am wenigsten 
geeignet fiir eine Trennung war eines der iiblichen Praparate 
von lange gealtertem Aluminiumhydroxyd C. Dieses nahm 
aus zwei Autolysaten (Vers. 2 und 11 der Tab. 2) schitzungs- 
weise neben ?/,—*/, der Maltase 7—12°/, der Saccharase auf. 
Die Enzymlésungen verhielten sich iibrigens sehr ungleich; 
bei den Autolysaten I und IT waren alle Unterschiede zwischen 
beiden Enzymen gréBer als bei IV. 

Das Verhalten der vier verschiedenen Tonerdegele ist nach 
den Versuchen der Tab. 2 so abgestuft, daB die Bevorzugung 
der Maltase ansteigt von lange gealterter Tonerde C zum frisch 
dargestellten Gel Al(OH),, weiter zum namlichen aber kurz 
gealterten Gel und noch mehr zum Gel von der Formel AlO,H. 
Der Adsorptionswert dieses Tonerdegels fir Maltase betrigt 
nur etwa 3/, von dem der gewdhnlichen Tonerde C, aber 
Invertin wird von AlO,H aus den Autolysaten mit mindestens 
25 mal schlechterem Adsorptionswert aufgenommen, als von 
gewohnlicher Tonerde. 

Das Gel AlO,H wurde mit Invertin allein gepriift. 
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Hydrogel AlO,H: 
Ads. von Invertin (durch Kaolin gereinigt, §.-W. 2,5). Angew. 
. 0,10 S.-E. in 5 eem, 0,032 u. 0,059 g Adsorbens, 13 und 19 °/, 
adsorbiert, A.-W. 0,37 und 0,32. 
Aus derselben Enzymlésung ads. ein Priparat von Tonerde C bei 
gleichen Adsorptionsgraden mit A.-W. 44 bis 82. 
Adsorption von reinerem Invertin (S.-W. 5,8). 
Angew. 0,02 S.-E. in 10 ecem, 0,179 g Adsorbens, 83°/, adsorbiert, 
A.-W. nur 0,038. 

Nach diesen ungemein niedrigen Adsorptionswerten wiirde 
dieses Tonerdegel als ein sehr schlechtes Adsorbens an- 
zusprechen sein. Das wire nicht iiberraschend, da seine Bildung 
bei 250° erfolgt. Der angefiihrte Vergleich (Vers. 6 und 10 
der Tab. 2) zeigt aber, daB es ein durch selektive Wirkung 
ausgezeichnetes Adsorbens ist. 


Vergleichende Versuche mit einigen anderen Metall- 


hydroxyden (Tab. 3) boten keinen Vorteil gegeniiber Tonerde. 


a-Zinnsiure, ein gealtertes Priparat, das keine Folgerung auf 
die Adsorptionseigenschaften der verschiedenen Stannihydroxyde 
erlaubt, zeigt keine auswihlende Adsorption. Zinkhydroxyd 
adsorbiert die Maltase etwas giinstiger selektiv als alte Ton- 
erde @; sowohl Maltase als Saccharase verderben sofort an 
diesem Adsorbate. Ferrihydroxyd, ein altes Praparat, war viel 
geeigneter als alte Tonerde C, ebenso giinstig wie frisch ge- 
filite Tonerde. 


Trennung von Maltase und Saccharase durch 
auswihlende Adsorption. 
Befreiung der Saccharase von der Maltase. 

Die Invertinlésungen werden mit Hilfe derjenigen Alu- 
miniumhydroxyde, die bei der Adsorption Malfase vorziehen, 
vollstindig von Maltase befreit, ohne da8 sich das Produkt 
ihrer Inaktivierung der Saccharase beimischt. Das geeignetste 
Ausgangsmaterial ist natiirlich die Enzymlésung aus invertin- 
reicher Hefe, in der auf 1 M-[e,]. etwa 15—30mal mehr 
Saccharase trifft als in gewdhnlichen Hefeautolysaten. 

Beispiel: 10 ccm Autolysat aus Hefe vom Invertinzeitwert 
17,4 (aus 1,0 g Hefetrockensubstanz dargestellt) enthielten 
0,0144 M-[e,]. neben 9,6S.-V.E. In die kalte Enzymlésung 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLI, 19 
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Tabelle 
Adsorption von Maltase und Saccharase 

- (Die Bestimmungen wurden mit 

—_—__—— — 
Enzymmenge in 
Auto- ew. 10 ccm 

Nr. ass ii Reaktion Adsorbens 

M.-[e,]. | 8.-V.E. 

1 I ]| 0,0416 | 0,5350 neutral Tonerde C 

21 I | 0,0426 | 0,5350 dgl. dgl. 

3 I | 0,0385 | 0,5350 dgl. kurz gealterte Tonerde 

4 I } 0,0416 | 0,5350 dgl. Tonerdegel v. d. F. Al0,H 

51 I | 0,0426 | 0,5850 dgl. dgl. 

6] I | 0,0426 | 0,5350 dgl. dgl. 

71] IL | 0,0338 | 0,6600 on. Tonerde C 

8 | IL | 0,0338 | 0,6600 ju. Zus. v.0,1g Phosph. p, =6,8 dgl. 

9] IL | 0,0377 | 0,6600 neu kurz gealterte Tonerde || 
10} IL | 0,0877 | 0,6600 dgl. Tonerdegel y. d. F: Al0,HI| 
11 | IIT | 0,0490 | 0,5190 ° dgl. onerde C 
12 | IIL | 0,0490 | 05190} wu. Zus. v. 0,1 g KH,PO, dgl. 

18 | IIT | 0,0490 | 0,5190 neutral kurz gealterte Tonerde 

14] IV {| 0,0299 | 0,3160 dgl. Tonerde C 
15 | IV ] 0,0299 | 0,3160 dgl. dgl. 

16 | IV | 0,0262 | 0,8160 dgl. dgl. 

(8 Tage 
gealtert)i 

17} IV | 0,0299 | 0,8160 n/20-essigsauer dgl. ' 
is | IV | 0,0299 | 0,8160 dgl. del. | 
19 | IV | 0,0299 | 0,3160 | schwach ammoniakalisch agi. 
20} IV ]j 0,0329 | 0,3160 neutral frisch gefillte ‘Tonerde 
21} IV | 0,0829 | 0,3160 dgl. dgl. 
221 IV | 0,0829 | 0,8160 dgl. dgl. | 
23 | IV |} 0,0262 | 0,3160 dgl. kurz gealterte Tonerde | 
24} IV | 0,0222 | 0,3160 dgl. dgl. | 
25} IV | 0,0329 | 0,8160 dgl. Tonerdegel v. d. F. AlO,H/ 
261 IV | 0,0311 | 0,8160 dgl. dgl. | 
271] IV {| 0,0189 | 0,8160 dgl. dgl. 

28} V | 0,0144 | 9,6000 dgl. kurz gealterte Tonerde 
29] V | 0,0144 | 9,6000 dgl. dgl. : 
Tabelle 

Adsorption von Maltase und Saccharase 

(Die Bestimmungen wurden mit 

1 {| IV | 0,0485 | 0,3160 neutral a-Zinnsiure 
2] IV |{ 0,0262 | 0,3160 dgl. Zinkhydroxyd 
3} IV | 0,0188 | 0,8160 dgl. 1. 
4| IV | 0,0188 | 0,3160 dgl. dg. 

5 | IV | 0,0419 | 0,3160 |. dgl. Eisenhydroxyd 
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durch verschiedene Aluminiumhydroxyde. 
100 cem Maltoselésung ausgefiihrt.) 
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FT scouts Maltasebestimmung mit der Restlésung | Adsorbierte on 
‘eee Reakt.- | Drehungs- Maltase c 
g Angewandte Zeit ia a Spaltung schitzungs- Saccharase 
com é ‘ 
g Min. 0 7, weise ), 
0,1040 .Al,0,| 20 von 30 | 38,5 | 1,68 1) 
01560 , 120 ,, 38 | 72 1,70 one “a ps 
00995 , 120 , 31 | 715 | 1,65 25.8 if 0,3 
03200 ,, |20 , 40 | 56 77 |2,20 2,58| 34,4 40,4 if 0 
06400 , 110 ,, 33 | 80 1,40 21'8 >o/ 0 
12800 , 110 , 50 |112 1,00 15.6 aft 0 
01560 , [20 >, 33 | 528 1,37 1,80/21,4 28,0) "he 7,8 
01560 ,, | 20 4 37,5] 57,5 180 282 ‘I 4.5 
00955 ,, |20 , 315| 67,7 |1,78 271 (gee ag 
06400 , 110 , 37 |110 1,50 28,4 >e/, 0 
01560 ,, 120 , 80 | 576  (|1,39 21,7 a, (| 12,5 
0.1560 , 120 , 381 | 49,5. |202 31,6 uy, 7,0 
01500 ,, | 20 , 35 | 60 0,95 14.8 a 4.8 
00467 , 110 . 15 | 62 2°46 38,4 f° 199 
0.1600 » |20 | 35 | 60 103 |0,92 108/144 169] >* | 325 
00800 ,, | 20 » 26,5] 63,8 1,55 24.9 a, 27,2 
00234 , 120 ,, 25 | 91 2,80 43,7 1), 
00988 », |20 ” 35,5| 73,7 | 1,20 1,45|18,8 22,6 > $5'3 
01600 , 130 . 45511063 | 1,90 29.6 ii «| 288 
ose , 115 | 25 | 57,5 181 28.3 aig 2.6 
01322 , 120 > 31 | 655  |1,08 16,9 s/f 98 
01990 , | 20 ,, 85 |158,5 1,00 15,6 Ih 50,2 
00661 ,, |20 » 26 | 45  80,8|1,50 1,90/23,4 28,2) >, | 1,8 
00995 , | 20 , 32 | 76 0,85 138 | >8 6,0 
01600 , |20 , 40 | 698 | 2,05 32,1 vm 21 
03200 , [20 , 48 | 80,5 1,44 22.5 eft 2,6 
04800 , | 10 ,, 33,5] 148 0,80 12,5 Sho 3,1 
02000 >, {10 ; 40 | 94,5270 |0,05 0,18| 0,7 2,0] vollstindig| 18,1 
01000 » | 10 |, 35 | 75 0,48 7,5 S/o 2.6) L Ads. 
00590 » 120 | 50 | 55 0,01 0,1 vollstindig iS OlTL Ads. 
3. | 
durch einige Metallhydroxyde. 
100 cem Maltoseléung ausgefihrt.) 
0,32 SnO, | 20 von 30 | 91 2,80 43 : ' 
012 ZO |20 , 27 | 643 | 2,50 oe i re 
0,36 ,, 0... 86.) 0,95 14,8 “lio 13,7 
0,96 ,, 40 , 65 | 55,2 0 0 volistandig 61,0 
0,382 Fe,0, | 20 ,, 46 | 79,1 1,30 20,3 */10 2 
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trugen wir die ebenfalls auf 0° gekiihlte Suspension des kurz 
gealterten Tonerdegels (entspr. 0,20 g Al,O,) ein und trennten 
nach Durchschiitteln durch Zentrifugieren die Restlésung vom 
Adsorbat ab, das einmal mit Kiswasser in der Zentrifuge aus- 
gewaschen wurde. Von dieser Restliésung (40,0 ccm) bewirkten 
10 ccm in 4'/, Stunden nur eine Drehungsabnahme der Maltose 
von 0,13° (geschitzter Gehalt nur 0,00002 M.[e,}), sie war 
also so gut wie frei von Maltase. Ihr Gehalt an Saccharase 
belief sich noch auf 7,86 S.-V.E., also 81,9 °/, der angewandten 
Menge. 

Bei der Wiederholung des Versuches erfolgte die Adsorp- 
tion mit demselben Tonerdegel in zwei Anteilen. Zuerst ent- 
fernte das Hydroxyd entsprechend 0,10 g Al,O, mit nur 2,6 °/, 
der Saccharase schitzungsweise etwas mehr als */, der Maltase, 
in einem zweiten Male das Gel entsprechend 0,059 g Al,O, 
den ganzen Rest der Maltase mit noch 15,0°/, der Saccharase. 


Befreiung der Maltase von Saccharase. 

Die Abtrennung der Saccharase aus dem Hefeautolysat I 
wurde mit dem Gel von der Formel AlO,H ausgefiihrt, indem 
wir auf 10 ccm Autolysat die Tonerde entsprechend 0,64 g 
Al,O, einwirken lieBen. Das mit Wasser von 0° ausgewaschene 
Adsorbat enthielt so wenig Saccharase, daB '/, davon bei der 
Bestimmung in 115 Minuten nur 0,20° Drehungsabnahme ent- 
sprechend 2,9 °/, Spaltung, bewirkte; ware 1°/, der Saccharase 
adsorbiert worden, so hatte die Drehungsabnahme 0,22° ent- 
 sprechend 3,2°/, Spaltung betragen. Die Restlésung enthielt 
noch ungefaihr 4/, der angewandten Maltase, die Hauptmenge 
wurde im Tonerdeadsorbat nachgewiesen; ?/, desselben be- 
wirkten in 58 Minuten 1,92° Drehungsabnahme, entsprechend 
30 °/, Maltosespaltung. 

Bei der Wiederholung mit demselben Tonerdegel und dem 
Autolysat I (0,0416 M.-[e,].) adsorbierten wir die Maltase in 
drei Anteilen, das erste Adsorbat (0,32 g Al,O,) sollte nach 
der Analyse der Restlésung, die noch genau dem ersten Zeit- 
Umsatzgesetze folgte, 25°/, der Maltase enthalten. Die daraus 
mit 26 cem 1°/, Diammonphosphat bei 0° gewonnene Elution 
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folgte der zweiten Kinetik und ergab den Gehalt von 
0,009 M.-[e,}. 
20 von 40 ccm Restlésung bewirkten in 56 bzw. 77 Min, 2,20 bzw. 


2,58° Drehungsabn., entspr. 34,4 baw. 40,4 °/, Maltosespaltung; 
ber. 0,0312 M.-[e,]. 


20 von 26 ecm Elution bewirkten in 49,5 Min. 1,60° Drehungsabn., 
entspr. 25°/, Maltosespaltung; ber. 0,009 M.-|e,}. 


In dem zweiten Adsorptionsversuch mit der doppelten 
Menge Aluminiumhydroxyd enthielt die Restlésung anscheinend 
noch 1/,, in dem dritten mit 1,28 g Al,O, noch */, der an- 
gewandten Maltase. Auch diese drei Adsorbate enthielten 
neben der Maltase keine Saccharase oder nur Spuren. Auch 
nach der Adsorption mit der gréBten Tonerdemenge zeigte 
die Restlésung noch unverminderte Invertinwirkung. Vom 
lritten Adsorbate bewirkte /, in 84 Minuten Drehungsabnahme 
der Rohrzuckerlésung von 0,17°, entsprechend 2,5 °/, Spaltung. 
In einer Reihe von Versuchen, die schon in der Tab. 2 be- 
ricksichtigt sind (Nr. 3, 9 und 13), geschah die Trennung der 
beiden Enzyme durch Adsorption mit wenige Tage gealtertem 
Aluminiumhydroxyd. In zwei Beispielen trafen in den Ad- 
sorbaten auf schitzungsweise 7/, der angewandten Maltase 
|| 0,3—0,5°/, der angewandten Saccharase, namlich 0,0016 und 
‘| 0,0033 S.-V.E. Im dritten Versuch wurde der gréBte Teil der 
Maltase adsorbiert zusammen mit 0,025 S.-V.E., d.i. gegen 
5°/,. In diesen Fallen laBt sich die Enzymtrennung ver- 
vollstandigen durch die im nichsten Abschnitt beschriebene 
fraktionierte Elution. | 


Trennung von Maltase und Saccharase durch 
auswihlende Elution. 


Beide Enzyme werden aus den Adsorbaten etwa gleich- 
maBig (Tab. 4) durch Phosphatgemisch von p,, = 6,8 eluiert, 
indessen weniger leicht als durch Diammonphosphat, so dab 
mehr Eluens und lingere Zeit erforderlich sind. Die Elution 
wird zur Schonung der Maltase bei 0° vorgenommen, sie ver- 
lauft bei dieser Temperatur viel langsamer als bei gewéhn- 
licher. Einen grofen Unterschied ergibt die Anwendung von 
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primairem Phosphat. Wie die Versuche Nr.2b und 8b der 
Tab. 4 erweisen, l4Bt sich dadurch die Saccharase auch bei 0° 
eluieren, waihrend die Hauptmenge der Maltase im Adsorbat 
zurickbleibt, so daB sie nachher durch Diammonphosphat frei 
von Saccharase eluiert werden kann. 


Mit den fir die Elutionsversuche angewandten Enzym- 
mengen M.-[e,]. sind die aus den Adsorbaten eluierten Mengen 
nur einigermaBen annihernd vergleichbar, da die Maltase- 
elutionen der zweiten Kinetik (Fig. 6 der sechsten Mitteilung) 
zu folgen pflegten. Das Mengenverhiltnis von M.-[e,}. und 
M.{[e,]., namlich 1 M-[e,]. = 0,685 M.-[e,}., laBt sich nach dem 
in der Fig. 5 der vorigen Mitteilung dargestellten Vergleiche 
zwischen beiden Zeit-Umsatz-beziehungen schatzen. 


Tabelle 4. 


Elution von Saccharase und Maltase aus Tonerdeadsorbaten. 
(Die Bestimmungen wurden mit 100 cem Maltoselésung ausgefiihrt.) 


























Geh. der Maltasebest. mit der Elui 
. ulert 
angew. Elution 
Adsorb. 2g Maltase: > 
N on Elutio siaie ar 
Bs a Angew. “a ee = in im Verh. © 
mo | alien a |"p . M.-[e,]. | zur ang. | = 
> | b> aia Menge |4 
= oa) Min.| ° | 9, ungefihr 3 
1a | 0,0156/0,3120 Hi ft. en 20 v. 25,5 |71,9/1,80/28,1 ]0,00775 | ca. */, | 6 
1b | 0,0156/0,3120 Bea, 5 asta. 20 ,, 38,5 |70,0/1,80/28,1 |0,0104 iat 72 
0,5 g Phosph. fast 
Le | 0,0156/0,8120] | 4. 'g Std. | 20 » 26,5 [51,11,77]27,7 10,0108 | Sone, | % 
2a | 0,0104/0,2130 Beg, Feary 20 ,, 82,5 |48,5/1,65/25,7 }0,0122 | vollst. | 83 
ot ee ° 
ab o,diosio,e130] °F 8 REAEOQs | 20 ,, 26,0 |57,2/0,45| 7,0]0,000618| <1. | 8 
8a | 0,0111)0,2800| %°  (NHasHPO.s }o9 | 30,0\51 |1,84\28,7 |0,0185 | vollst. | 7 
8b | 0,0111/0,2800} BREE Os: 20 ,, 80,0/51 |0,82| 5,010,000618| <*/,, | 7 
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Beispiel mit invertinreichem Adsorbat. 

Mit Tonerde C (0,1665 g Al,O,) wurde durch vollstandige 
Adsorption der Maltase und annahernd vollstindige der Saccha- 
rase ein Adsorbat dargestellt, das 0,230 S.-V.E. und etwa 
0,0111 M.-[e,]. enthielt. Zu 2maliger Elution dienten je 0,5 g 
Kaliummonophosphat. Die erste Elution (50 Minuten bei 0°) 
enthielt 0,177 S.-V.E., also 77 °/,, die zweite (3 Stunden bei 0°) 
0,0394 S.-V.E., also 17,1°/, Saccharase. An Maltase wiesen 
die beiden Elutionen nur 0,000613 und 0,00023 [e,] auf. Zum 
dritten Male wurde die Tonerde, wieder bei 0°, 30 Minuten 
lang mit 0,5 g Diammonphosphat behandelt. Die gewonnene 
Elution enthielt keine bestimmbare Invertinmenge, dagegen 
0,00605 M.-[e,]., d.i. nach der oben angegebenen Mengen- 
beziehung zwischen [e,] und [e,] reichlich */, des angewandten 
Enzyms. 

Beispiel mit invertinarmem Adsorbat. 

Die beschriebene Trennung laB8t sich dadurch erleichtern, 
daB man durch Anwendung einer mehr auswihlend adsor- 
bierenden Tonerdesorte, nimlich kurz gealterter Tonerde, ein 
Adsorbat als Ausgangsmaterial beniitzt, das neben ungefahr 
0,0430 M.-[e,]. nur wenig Invertin, und zwar 0,0208 S.-V.E. 
enthalt. In einmaliger Elution wahrend 11/, Stunden bei 0° 
durch 0,5 g primares Phosphat wurde der Tonerde die ganze 
Menge Saccharase entzogen (gef. in der Elution 0,02108.-V.E.), 
von nur 0,00067 M.-[e,]. begleitet. Darauffolgende Kinwirkung 
vou 0,5g Diammonphosphat bei 0° wahrend 30 Minuten lieferte 
eine Elution, worin sich 0,0529 M.[e,}., d.i. scheinbar mehr 


als 100°/, der angewandten Menge befanden. 


Um die auswihlende Elution umgekehrt zur Befreiung 
der Saccharase von Maltase anzuwenden, bieten die Autolysate 
aus invertinreicher Hefe das beste Ausgangsmaterial. Die mit 
gewohnlicher Tonerde daraus gewonnenen Adsorbate enthalten 
Saccharase und Maltase in einem fiir die Elution der reinen 
Saccharase mit primairem Phosphat sehr giinstigen Verhiltnis. 








Blauséure-Aktivierung und -Hemmung pflanzlicher 


Proteasen. 
Zweite Abhandlung iber pflanzliche Proteasen. 
Von 


Richard Willstitter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1925.) 


Einleitung. 

Fiir die Protease aus dem Milchsaft von Carica Papaya 
hat Cyanwasserstoff die Bedeutung einer Kinase, die, in zeit- 
lichem Verlauf mit dem Enzym reagierend, seine Aktivitat er- 
héht und zudem seinen Spezifititsbereich erweitert. Das 
Papain wirkt peptonisierend, es vermag Gelatine zu hydroly- 
sieren, indessen nicht tiefgreifend, aber es ist nicht imstande Pep- 


tone abzubauen. Das Papaincyanhydrin hydrolysiert Gelatine 
weitgehend, es spaltet Peptone. Zu diesem Spezifititsunter- 


schied, von dem unsere erste Mitteilung’) handelte, kommt ein. 


weiterer hinzu; Papain selbst wirkt nicht auf genuines Hier- 
albumin, wihrend es zusammen mit Blausiure dazu imstande 
ist. Papain ohne Aktivator kann wegen seiner engeren Spezi- 
fitat mit Trypsin verglichen werden, anderseits sind die Systeme 
Papain + Blausiure und Trypsin + Enterokinase, insoferne sie 
sowohl peptonbildend wie auch peptonspaltend sind, als Analoge 
zu betrachten, Unter Trypsin ist hier im Sinne der letzten 





1) Diese Zs. Bd. 188, S. 184 (1924). 
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Ergebnisse von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?) 
das erepsinfreie EKnzym verstanden. Die Aktivierung des 
Papains durch Cyanwasserstoff ist eine so ausgeprigte Er- 
scheinung, da8 sie sich zur Kennzeichnung der proteolytischen 
Enzyme der Pflanzen besonders eignet. Der Vergleich pflanz- 
licher Proteasen, den wir im folgenden beginnen, zeigt, daB es 
unter ihnen tryptische Enzyme gibt, die durch Blausiure akti- 
viert und solche, die durch sie gehemmt werden. Die ver- 
schiedenen Fille haben also das gemeinsame, da8 das Enzym 
durch die Verbindung mit dem Zusatzstoff Anderungen seines 
Reaktionsvermégens erleidet, sei es im Sinne der Vermehrung 
oder Verminderung seiner Aktivitait. Die Protease der Ananas, 
die in der Literatur Bromelin genannt wird, ist gleichartig mit 
' Papain, die Protease der Kiirbisfrucht ist von ihr scharf 
unterschieden. 

Das proteolytische Enzym der Ananas haben am ein- 
gehendsten R. H. Chittenden, S. H. Vines’) und J. 8. Cald- 
well‘) untersucht. Besondere Aufmerksamkeit beansprucht die 
Angabe von Vines, daB Bromelin in entschiedenem Gegegensatz 
zu Papain durch Cyanwasserstoff gehemmt werde. Dieser Be- 
fund des auf dem Gebiet der proteolytischen Enzyme so er- 
fahrenen Botanikers stiitzt sich auf qualitative Beobachtungen, 
Verschwinden einer Fibrinflocke, Auftreten und Starke der 
Tryptophanreaktion. Die Methodik ist seit jener, Untersuchung 
dank der Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration 
und der Ausgestaltung quantitativer Bestimmungsweisen ver- 
bessert worden. Die friitheren Angaben halten der Nach- 
priifung nicht durchwegs stand, ohne da8 sich im einzelnen 
angeben la8t, durch welche Umstiinde die Abweichungen be- 
dingt sind. 





1) II. und III. Mitteilung zur Spezifitaét tierischer Proteasen, diese 
Zs. Bd. 147, 8. 286 (1925) und im Druck. 

*) Trans. Conn. Acad. Bd.8, Dez. 1891; — Jl. of Physiol. Bd. 15, 
S. 249 (1894). 

*) Annals of Botany Bd. 17, S. 597 (1903); Bd. 19, S. 149 (1905). 
Hier besonders Bd. 17, S. 606. | 
4) Bot. Gaz. Bd. 39, 8. 409 (1905). 





288 R. Willstatter, W. Grassmann und O. Ambros, 


Die Protease des Ananassaftes wird durch Cyanid 4hn- 
lich wie Papain aktiviert. Das sogenannte Bromelin bewirkt 
ohne Aktivierung gut die Spaltung von Gelatine, die durch 
Blausaure nur m&Big beschleunigt wird, z. B. um etwa 50°/,, 
wenn die Papainwirkung um etwa 100°/, gesteigert wird. Brome- 
lin fir sich allein ist zum Unterschied von Papain gegen 
Albuminpeptone nicht wirkungslos, aber es wirkt nur schlecht 
darauf ein, Durch Oyanwasserstoff wird die Reaktions- 
geschwindigkeit bedeutend erhéht. 

Fiir die Aktivierung der Ananasprotease erweist sich 
Schwefelwasserstoff gleichfalls als geeignet. Die Wirkung ist 
zwar in bezug auf Gelatine nur undeutlich, aber beim Sub- 
strat Pepton ebenso bedeutend wie die von Blausiure. Der 
Schwefelwasserstoff ist schon friiher beim Papain von L. B. Men- 
del und A. F. Blood?), die in schwachen Saiuren Aktivatoren 
der Papainwirkung suchten, neben Borsiure zum Vergleich mit 
Cyanwasserstoff herangezogen worden. Von den beiden Akti- 
vatoren finden wir den Schwefelwasserstoff in geringerem 
Mabe geeignet, die Papainwirkung auf Gelatine zu steigern, 
dagegen ebenso gut wie die Blausiure die Peptonhydrolyse 
aktivierend. 

Die Protease der Ananas steht dem Papain also sehr nahe. 
Sie kénnte ein besonderes Enzym sein, das dem Papain sehr 
ihnlich wire; aber die Erscheinungen sind auch vollstandig 
so zu verstehen, da8 die Ananasprotease und das Papain 
identisch sind und daB die beobachteten Unterschiede (Wirkung 
auf Peptone, wenn auch schwache; geringere Aktivititssteigerung 
durch die Zusatzstoffe) durch Vergesellschaftung mit einem 
natiirlichen Aktivator bedingt sind. 

Uber die Protease der Kiirbisfrucht finden sich Beobachtungen 
bei Cl. Fermi und L. Buscaglioni?) und bei S. H. Vines‘), aber 
sie ist noch nicht mit Blausiiure kombiniert worden. Dieses 
Enzym wird durch Blausiure entschieden gehemmt, und noch 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, 8. 177 (1910). 
*) Zs. f. Bakt. Bd. 5, S. 24 (1899) u. z. S. 157. 
*) Annals of Botany, Bd. 17, S. 287 (1903) u. z. §. 244. 





Blausiure-Aktivierung und -Hemmung pflanzlicher Proteasen. 289 


mehr durch Schwefelwasserstoff. Auch hinsichtlich der geeigneten 
Aciditaétsbedingungen ist das Kirbisenzym von Papain sehr ver- 
schieden, es wirkt nimlich auf Gelatine in schwach alkalischem 
Gebiet am giinstigsten (Papain bei p,, = 5) und auf Pepton bei 
Pp, = 6,3. Der Spezifitatsbereich der Kiirbisprotease ist nicht enger 
als der von aktiviertem Papain, nur eignet sie sich verhaltnismaBig 
besser als dieses fiir den Abbau von Peptonen, schlechter fir die 
Spaltung von Gelatine. Auch im Adsorptionsverhalten weicht die 
Kiirbisprotease vom Papain ab, indem sie sich aus schwach saurer 
Lésung durch Tonerde leicht adsorbieren laBt, Papain aber nur 
aus schwach ammoniakalischer Lésung. Mit dem Kiirbisenzym 
wird also ein vom Papain wesentlich verschiedener Typ pflanz- 
icher Proteasen beschrieben. 

Substrate tryptischer Enzyme, die zu den denaturierten, 
aber noch hochmolekularen KiweiBkérpern zihlen, sind Fibrin, 
Gelatine und koaguliertes Hieralbumin. Die Kiirbisprotease wirkt 
zwar schlecht auf Gelatine, aber mit verhiltnismaBig groBer 
Geschwindigkeit auf Fibrin, wodurch sie sich vom cyanidakti- 
vierten Papain unterscheidet. Beide aber sind Analoge von 
Trypsin + Enterokinase. 

Die mannigfachen Abstufungen im Wirkungvermégen auf 
verschiedene Substrate sind zu beriicksichtigen, wenn man ver- 
sucht, die Proteasen auf Grund ihrer Spezifitit in Gruppen ein- 
zuordnen. Vorlaufige Kinteilungen mégen auf die Gruppen von 
Proteinkérpern Bezug nehmen, die von den Enzymen gespalten 
werden, endgiiltige Einteilungen werden von der Kenntnis 
spaltbarer Atomgruppen abhingen. | 

Aus den Spezifititsunterschieden der Proteasen kann man 
auf Unterschiede in der chemischen Konstitution der Proteine 
schlieBen, die sich noch nicht definieren lassen. Ein beachtens- 
wertes Beispiel dafiir gibt die Spezifitét des Papains. Dieses 
Enzym ohne Aktivator vermag denaturiertes Hieralbumin zu 
spalten, aber nicht genuines. Diese Begrenzung des Reaktions- 
bereiches ist nicht durch kolloidale Unterschiede der Substrate 
zu erkliren, sondern nur durch Anderungen der chemischen 
Konstitution, die der Gerinnung vorauseilen oder mit ihr Hand 
in Hand gehen. | 
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Experimenteller Teil. 
I. Protease von Ananas sativus (Bromelin). 


1. Das Enzymmaterial. 


Bromelin ist im Handel nicht anzutreffen. Die Firma 
Parke, Davis & Co. verwendet es zwar nach den Angaben 
ihres Londoner Vertreters zur Bereitung eines ,,Meat Jelly“, 
fihrt aber das Enzympraparat selbst nicht, weil sie es fir 
zu schnell zersetzlich halt. Nach unseren Beobachtungen gibt 
es indessen &bnlich haltbare Trockenpraparate wie der Milch- 
saft von Carica Papaya. 

Die in verschieden reifem Zustand verweniieten Ananas- 
friichte waren zwischen Mai und Dezember importiert. Nach 
auBerlicher Reinigung wurden sie grob zerschnitten und in der 
Handpresse scharf abgepreBt. Man erhialt etwa 70°/, des 
Gewichtes an einem nach der Filtration klaren gelblichen 
Safte, der neben viel Zucker wenig koagulierbares Hiweib 
enthalt und betrichtlich sauer reagiert. Der PreBriickstand 
gibt weder an Wasser, noch an verd. NH, oder an Essigsaure 
nennenswerte Mengen Enzym ab. Die enzymatische Wirksam- 
keit des Saftes bewegte sich bei zahlreichen Beispielen in 
den Grenzen der beiden folgenden Versuche: 

2 cem Saft, 0,4 g Gelatine, 1 ccm m/5-Dinatriumcitrat (py = 5,0) in 10 cem 

Gesamtvolumen; 40°; Spaltung in ccm n/5-KOH. 


Spaltungszeit (Stunden) 1 4 24 41 
a) Ananas vom 16.5.24 . . . 0,68 1,00 1,80 2,04 
b) Amamas vom 12.11.24 .. — 2,10 2,87 — 
Kontrolle zu b) ohne Substrat. — -—- 0,00 _ 


In den Versuchen dieser Arbeit wurde der durch die 
Hydrolyse bewirkte Zuwachs an Carboxylgruppen durch Titration 
in alkoholischer Lésung nach der Methode von R. Will- 
statter und E. Waldschmidt-Leitz}) ermittelt. Um klumpige 
Abscheidung des Substrats beim Alkoholzusatz zu vermeiden, 
verfuhren wir besser als friiher in der Weise, daB man zunichst 
in wiBriger Lésung auf kriftiges Blau titrierte, den etwa 50° 





1) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 2988 (1921); vel. ferner Diese Zs. Bd. 138, 
S. 189 (1924). 
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warmen Alkohol bis zur Entfarbung zufiigte, wieder auf Blau 
titrierte und so fortfuhr, bis bei einer Alkoholkonzentration 
von 90°/, eine eben deutliche Blaufarbung stehen blieb. Die 
Kiwei8kérper scheiden sich bei dieser Arbeitsweise erst gegen 
Ende der Titration und in sehr feiner Verteilung ab, auch bei 
hoher Substratkonzentration, Phosphatpufferung usw. 

GemaB den Anfangsgeschwindigkeiten der Spaltung wirkt 
demnach 1 ccm Saft etwa gleich 1 bis 2,5 mg durch Blausiure 
aktivierten Papains. Der Saft enthielt durchschnittlich 10°/, 
Trockensubstanz, deren enzymatische Wirksamkeit ohne Akti- 
vierung schitzungsweise 4 bis 15 °/,, richtiger mit Blausiureakti- 
vierungen bei dem Enzyme bestimmt etwa 1 bis 3°/, von der des 
Papains (nimlich eingetrockneter Carica-Papaya-Milch) betrug. 
Es war daher erwiinscht die Herstellung eines Trockenpriparates 
mit einer ersten Reinigung zu verbinden. 

a) Alkoholfillung. Durch Fallung aus 80°/,igem Alkohol 
laBt sich das Enzym nahezu quantitativ niederschlagen, zu- 
sammen mit etwa der Halfte der Begleitstoffe. So entsteht 
ein zuckerreicher Sirup, der sich nicht in trockene Form 
bringen l4Bt. Die durch Ammonsulfatfallung gereinigten Pri- 
parate lassen sich aus Alkohol ebenfalls ohne erheblichen Ver- 
lust, aber auch ohne betrachtliche Reinigung umfillen. 

b) Aussalzen mit NaCl. Dieses Verfahren haben Chittenden 
sowie Caldwell zur Reinigung des Bromelins angewandt. 
Caldwells reinstes Praparat, durch Kochsalzsittigung, Dialyse, 
haufige Fallung mit Alkohol, dann mit Ammonsulfat und 
Trocknung bei 40° dargestellt, dirfte nur 1°/, der Ananas- 
trockensubstanz enthalten haben, aber die Enzymausbeute ist 
schwer zu beurteilen. Nach unseren Versuchen wird von Koch- 
salz kaum die Halfte des Enzyms gefallt und die Trocknung 
verursacht weiter grobe Verluste. 

c) Aussalzen mit Ammonsulfat. Durch °*/,-Sattigung mit 
Ammonsulfat 1i8t sich' das Enzym ohne Verlust 10—20fach 
reiner ausfillen. Dabei ist es jedoch unerlaBlich, den Nieder- 
schlag sehr rasch von der Mutterlauge abzutrennen, was nur 
mit einer Zentrifuge von hoher Tourenzahl und bei Anwendung 
frischen Saftes gelingt; andernfalls sinkt die Ausbeute wesentlich. 
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In einem Versuch wurden 800 ccm Ananassaft mit NH, 
neutralisiert und sofort im Hochvakuum auf 200 ccm eingeengt. 
190 ccm des konzentrierten Saftes wurden mit 570 ccm ge- 
sittigter Ammonsulfatlésung gefallt, die Fallung abzentrifugiert, 
mit Alkohol auf ein Filter gespilt, mit Ather nachgewaschen 
und im evakuierten Exsiecator getrocknet. Man erhielt 4,62 g 
schwach briunliches Pulver, das mit Fehlingscher Lésung 
nicht, mit Millons Reagens kriaftig reagierte. 

Mit 2 ccm neutralisiertem Saft und der entsprechenden Menge Trocken- 


priparat (12,5 mg) ergaben sich mit 0,4 g Gelatine und 1 cem m/5-Di- 
natriumcitrat in 10 cem bei 40° folgende Spaltungen: 


Spaltungszeit 4 24 Stunden 
2cem Saft bzw. Spaltung entspr. 1,52 2,10 ccm n/5-KOH 
12,5 mg Trockenpriip. ,, . 1,62 2,04 eem n/5-KOH ; 
0,6 ccm Restlésung Spaltungszeit 3,5 Tage — 0,01 cem n/5-KOH 


Trockengewicht des Rohsaftes: 1 com = 0,1211 g; Reinheits- 
grad des Trockenpriparats demnach etwa 20-fach. 

Besser wird die Fallung im nicht konzentrierten Saft 
durch Zusatz von fein gepulvertem Ammonsulfat vorgenommen. 

In 450 cem frischen Ananassaft wurden nach Neutralisieren 
mit NH, unter kraftigem Rithren 195 g feingepulvertes Ammon- 
sulfat (D. A.B.) eingetragen. Das Salz lést sich in wenigen 
Minuten auf, wobei sich die Lésung abkiihlt. Der sofort ab- 
zentrifugierte Niederschlag wurde mit 80°/,igem Alkohol auf 
ein Filter gebracht, mit 80°/,igem und mit absolutem Alkohol, 
dann mit Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. Aus- 
beute 3,76g rein weiBes Pulver. — 

Die Enzymausbeute war in diesem Beispiel etwas geringer; 
wir bestimmten sie sowohl ohne Blausiure, wie auch richtiger mit 
Blauséure nach der unten beschriebenen analytischen Methode. 


Enzym mit 0,4g Gelatine und 1 ccm m/5-Dinatriumcitrat in einem Volumen 
von 10 ccm, und zwar a) ohne CNH, b) nach 2stiindiger Vorbehandlung 
mit 5mg CNH; 40°; Spaltung in ccm n/5-KOH, 


: a) b) 
Spaltungszeit 4 24 4 24 Stunden 
2cem Rohsaft bzw. Spalt. entspr. ae 2,87 2,47 3,45 cem n/5-KOH 
> ES 
16,4mg Trockenprip. , ,,  —+1,72 2,22 ied 3,26 com n/5-KOH 
, 


2cem Restlsg. n-Dialyse _,, — 0,03 —  — cemn/5-KOH 


i - Soa 
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Trockengewicht des Rohsaftes 0,1040 g in 1 ccm; Reinigung 
demnach etwa 9,5-fach, Ausbeute 75°/,. 


Solche Priparate sind haltbar. 10mg der letzterwihnten 
Darstellung wie oben unter Blausiureaktivierung bestimmt 
und zwar mit 4-stiindiger Spaltungszeit ergaben 


kurz nach der Gewinnung Spaltung entspr. 1,74 cem n/5-KOH. 
Pues WU a ae 1,68 cem n/5-KOH. 


2. Aktivierung durch Blausaiure und durch 
Schwefelwasserstoff. 


Die Protease aus Ananas erfaihrt in den verschiedenen 
Reinheitszustinden Aktivierung durch Cyanid; der Effekt ist 
gemaB den Versuchen der Tab. 1 immer deutlich, aber bei den 
einzelnen Praparaten ungleich. Mit Gelatine als Substrat wird 
ein geringeres MaB von Aktivierung als beim Papaya-Enzym 
gefunden. Die Wirkungssteigerung, zu Beginn der Spaltung 
nur gering, wichst im Verlaufe der Hydrolyse auf etwa 50°/, 
und bleibt weiterhin annahernd konstant. Bei einem anderen 
Substrat, kauflichem Pepton (E. Merck) aus Albumin, ist die 
Steigerung durch Blausiure schon zu Beginn erheblich gréBer 
als bei Gelatine und ungefahr gleichmaBig im ganzen Reaktions- 
verlauf. Aber im Gegensatz zu Papain spaltet das Ananas- 
enzym schon ohne Aktivator das Pepton, wenn auch nicht 
rasch, so doch deutlich. 


AuBer dem Cyanwasserstoff hat Schwefelwasserstoff eine 
spezifisch aktivierende Wirkung. Quantitativ ist sie, mit den 
beiden Substraten bestimmt, ungleich. Bei der Peptonspaltung 
durch Ananasprotease (wie durch Papain) ist der Schwefel- 
wasserstoff der Blausiure gleichwertig oder etwas iiberlegen. 
Bei der Gelatinehydrolyse war die Aktivierung durch Schwefel- 
wasserstoff ‘wechselnd und gering. In einem Falle (Nr. 3 der 
Tab. 1) blieb sie aus, nur bei einem einzigen Praparat (Nr. 5 
der Tab. 1) und zwar einem ohne Aktivierung besonders un- 
giinstig wirksamen, war die Schwefelwasserstoffaktivierung von 
Beginn der Hydrolyse an betrichtlich. 
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Tabelle 1. 
Aktivierung der Ananasprotease durch CNH und H,S, Substrat, 
Gelatine und Albuminpepton. 
(Enzym mit und ohne Aktivator, 0,4 g Substrat, 1 cem m/5-Dinatrium- 

citrat py = 5,0 in 10 ccm Gesamtvolumen; 40°; Spaltung in ccm 


R. Willstatter, W. Grassmann und O, Ambros, 




















n/5-KOH.) 
ae ape Spaltung nach Stunden] vitit 
= E Enzym P, ‘| Aktivator | Substrat steige 
“6 ap.- r 
2 Best 1| 4 | 24 | 48 | 96 int 
i | konz. Saft1 . 1,7 oe Gelatine |0,76]1,16 |1,61 |1,94 |2,40] — 
3 1,7 128mg HS} ,, |— |1,12 {1,56 |1,88 |2,26) 0 
4 |12,5mg Prnislenes 
prip. aus Saft 3] 3 ‘ 0,56/1,18 |1,938 | — |— ~ 
5 a 8 184mg H,8} ,,  |0,71/1,42 [218 | — |— | 10-1 
0,30} |0,40 
6 is 3 — Pepton [0,06) — red re 0,60) — 
1 . 8 |5mgCNH| ,,  {0,18/0,54 |1,06 |1,40 |2,00|200- 
. : 8 |3,4mgH,S| , |—]— [1,88 | — |2,18]260— 
9 |2ccem Rohsaft 4] 6 — Gelatine | — at 2,74 {3,20 | — ~ 
? 
10 % 6 |5mg CNH] _es,, — (247 1645 1 — 1-~ 1 18-1 
11 2 6 |84mgH,S| ,, |— {2,04 |3,17 [3,58 |3,88] 0— 
0,55] |0,94 
12 re 6 — Pepton: | — pent eb 1,52 |1,90) — 
13 . 6 |5mg CNHI es, — 0,93 |1,97 12,53 |2,87] 70 
14 6 |8,4mgH,S|_,, — |1,18 |2,15 |2,75 |8,05} 80— 
15 | 16,5mg Trocken- 
prap. aus Saft4] 4,8 — Gelatine | — |1,72 |2,22 |2,40 |2,82) — 
16 : 4,3 |}5mg CNH] ,, {0,76 rer} 8,26 |8,80 |4,19] 20— 
? 
17 me 43) 6-=— Pepton | — [0,08 |0,49 [0,71 |1,09) — 
18 A 4,3 15mg CNH| ,, |— [0,80 |1,55 /1,99 |2,40/120-1 
































Im Verhalten gegen beide Aktivatoren stimmt also Ananas- 
protease qualitativ mit Papain iiberein, aber die Aktivierungs- 
effekte sind quantitativ geringer. 

Aus diesen Beobachtungen muB nicht gefolgert werden, 


da8 Bromelin und Papain verschiedene Enzyme seien. - Unter 
der Annahme ihrer Identitat sind die Aktivierungserscheinungen 
so zu verstehen, daB der Ananasprotease ein aktivierend 
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wirkender Begleitstoff in wechselnder, im allgemeinen un- 
zureichender Menge beigemischt ist. 


Die Blausiureaktivierung nimmt auch bei dem neuen 
Enzymmaterial einen zeitlichen Verlauf. Die enzymatische 
Aktivitét steigt waihrend etwas weniger als 1 Stunde nach 
Zusatz des Cyanids zum Héchstwert und sinkt dann in einigen 
Stunden ein wenig. Nach 30 Stunden war der Aktivitits- 
verlust bedeutend, vielleicht durch Enzymzerstérung, wahrend 
beim Papain nach Uberschreitung der maximalen Aktivitat 
ein konstanter Wert erreicht wurde. 


Das Verhiltnis der ohne Blauséure und mit Aktivierung 
gemessenen proteolytischen Wirkungen differiert noch mehr 
als beim Papain bei verschiedenen Priparaten der Ananas- 
protease, weil diese im natiirlichen Zustand in wechselndem 
MaBe partiell aktiviert ist. An der Peptonspaltung gemessen 
lauft die enzymatische Wirkung nur im Falle der Vollaktivierung 


durch Blausiure mit der Gelatinespaltung parallel. Fir die 


Bestimmung der Ananasprotease ist daher, wie die folgenden 
Versuche und die Figur bestitigen, die in der ersten Abhandlung 
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2 4 ae es 2 * 8:2 oO 
mg Trockenpriip.inijtcm 


Menge der Ananasprotease und Grad der Proteolyse nach 4 Stunden. 


fir Papain angegebene analytische Methode sehr geeignet. (Vgl. 

auch die folgende Mitteilung dieser Reihe.) So fanden wir 4 mg des 

mit Ammonsulfat gewonnenen Trockenpriparates aus Ananassaft 

gleichwertig mit 1 mg kauflichen Papains, also 1 Papaineinheit. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLI. 20 
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Gelatinespaltung und Enzymmenge nach 2-stiindiger Aktivierung mit CNH. 
(0,4 g Gelatine, 1 cem m/5-Dinatriumeitrat py = 5,0, 5 mg CNH in 10 ecm 
Gesamtvolumen; Spaltungszeit 4 Stunden, 40°) 

Menge Trockenpraparat(mgin10cem 


Vers Ansat) 665 2 ee op 50 10° (16,5). 20 
ae Ph ad 2,08 
Spaltung (com n/5-KOH). . . . . 0,81 1,85 1,74 aan 2.20 
Papaineinheiten (in 10 cem). . . . 0,625 1,25 2,5 4,1 5,0 


3. Wirkung der Papaya- und Ananasproteasen auf die 
von beiden gebildeten Peptone (Tab. 2), 


Durch Papainverdauung ohne Blausiure aus Gelatine ge- 
wonnene Peptone, die sich also von Papain ohne Blausiure 
nicht weiter hydrolysieren lassen, werden vom Ananasenzym 
angegrifien, weil dieses an sich der Aktivierung nicht ganz 
entbehrt. Aber auch durch Papain mit Blausiure gewonnene, 
in diesem System nahezu resistente Peptidgemische werden von 
cyanidaktivierter Ananasprotease weitergespalten, wahrend sich 
anderseits die mit Ananasenzym + Blauséure erhaltenen End- 
peptone gegen Papain + Cyanwasserstoff als unangreifbar er- 
weisen. Die Hydrolyse der Gelatine durch aktivierte Ananas- 
protease fithrt daher zu Peptidgemischen von tieferen Aqui- 
valentgewichten (285 gegeniiber 800 nach der Papain—Cyanid- 
verdauung). Das Ananasenzym hat also entweder dank seinem 
natiirlichen Aktivator oder zusammen mit Blausiure die Fahig- 
keit, gewisse gegen Papain mit CNH bestindige Bindungen 
zu lésen, Kine auf niedere Peptide reagierende ereptische 
Komponente ist zwar in frischen Ananassaften, aber in keinem 
der fiir diese Versuche angewandten Trockenpraparate nach- 
weisbar. 

Darstellung der angewandten Endpeptone. 

a) mit Papain. Zu 100 g Gelatine in 1 Liter figten wir 
eine ausreichende Menge Toluol, sowie 1,5g Papain und nach 
2tigiger Hydrolyse bei 40° nochmals ebensoviel. Nach einer 
Kinwirkung von 3 Monaten bei Zimmertemperatur zeigte das 
Pepton ein durchschnittliches Aquivalentgewicht von 680 und 
war so gut wie unangreifbar fir nicht aktiviertes Papain. 
Vorhandenes Enzym zerstérte man durch 15 Minuten dauerndes 
Erhitzen auf 95°. 
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b) mit Papain + HCN. Die in der ersten Abhandlung 
(S. 208, Tab. 10) gewonnene II. Peptonfraktion diente ‘nach 
AStagiger Einwirkung von Papain mit Blausiure ftir die 
Versuche unserer Tab. 2; 

c)mit Ananaspraparat. Auf 10 g Gelatine in 100 ccm wirkten 
200 mg Trockenpriparat 8, entspr. 48 Papaineinheiten, 4 Monate 
lang bei 30—40° Dieser Abbau fihrte zu einem Gemisch 
yom mittleren Aquivalentwert 820, das durch weiteres Ananas- 
enzym wie auch durch Papain nur noch sehr langsam an- 
gegriffen wurde; 3 

d) mit Ananasprotease + HCN. Der Versuchsansatz unter- 
schied sich vom vorigen durch die Zugabe von 75 mg HCN. 
Die Reaktion fand 14 Tage lang bei 40° statt, darauf unter 
Verdopplung der Enzymmenge noch 1'/, Monate bei 30—40° 


So entstand ein gegen diese durch HON aktivierten Proteasen — 


bestindiges Peptidgemisch vom Aquivalentgewicht 285. 


Tabelle 2. 


Einwirkung von Ananas- und Papayaprotease auf Endpeptone. 
(0,4g Substrat, 1 ccm m/5-Dinatriumcitrat und angegebene Enzymmengen 
in 10 cem; 40°.) 
















































Spaltung 

Substrat (cem n/5-KOH) 

Enzym Aktivator}] nach Tagen 

Aquiv. 

Darstellung Gew. 1 a} 4 
Papain-Pepton . . . . -| 630 | Papain (10 Einh.) — — |0,04/ 0,08 
| Ananaspr. (8 Einh.)} -- 0,26 | 0,44 0,74 
Papain+CNH-Endpepton .| 800 | Papain (10 Einh.) |5mgCNH/] 0,02 /|0,06/ 0,18 
Ananaspr. (3 Einh.)|5mg CNH] 0,30 |0,68| 0,70 
Ananaspr.-Pepton . . . .| 820 | Papain (5 Einh.) —_ 0,04 | 0,10} 0,22 
Ananaspr. (5 Einh.) — 0,05 | 0,09) 0,22 
Ananaspr.-+CNH-Endpepton| 235 | Papain (5 Einh.) [65mg CNH|—0,01 | 0,04) 0,03 
Ananaspr. (5 Einh.) [5 mg CNH] — 0,04 | 0,03} 0,01 


4, Verhalten der Ananasprotease beim Altern. 


Bei Anwesenheit von Blausiure verlaufen die Gelatine- 
und die Peptonspaltung unter der Wirkung verschiedener 
Praparate von Ananasprotease nicht mit gleichem Geschwindig- 
+ ae 
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keitsverhaltnis. Der Unterschied wird vergréBert bei der Alterung 
der Ananassifte. Monatealte Enzymlésungen kénnen zwar auf 
Albuminpepton noch unverandert wirken, auf Gelatine aber 
nur noch schwach. Vergleicht man die Hydrolyse beider 
Substrate in den Versuchen der Tab. 3 wihrend lingerer 


Tabelle 3. 


Anderung der proteolytischen Wirkung auf Gelatine und Pepton beim 
Altern von Ananassaft. 









































aiverng |Angw.| | Peptonepaltang | Gelatnerpatng 
Menge} Aktivator | pach Stunden | nach Stunden 
Dauer| Temp. (cem) 
(Tage)| (°) 4 | 24 | 48] 4 | 24 | 48 
a) Versuche mit PreBsaft 5 
i | 20 1 oe 0,12 | 0,38 | 0,47] 1,67; — | — 
1 20 4 if O46 FONT Leer — PT 
1 | 20 1 |5mg HON] 0,66] — | — J2,18| — | — 
20 | 20 1 - 0,15 10,36] — | 1,36] 215} — 
60 | 20 1 nee mr | om | om DE] 1501 1:86 
20 |30—35] 1 i 0,18 | 0,37 | 0,57 | 0,60 | 1,18 | — 
60 |80-—85} 1 ote 0,16 | 0,82 | 0,49 | 0,08 | 0,10 | 0,21 
60 |30—35| 4 fe 0,36 | 0,59 | 0,98 | 0,14 | 0,89 | — 
60 |30—85| 1 |5mg HON] — | 0,16| 0,44] — | 0,24 | 0,33 
b) Versuche mit PreBsaft 3 
150 | 20 2 a 0,17 | 0,64 | 0,86 | 0,01 | 0,29 | 0,50 
150 | 20 2 |5mg HON] 0,81 | 0,70 | 1,08 | 0,86 | 0,99 | 1,72 


























Alterungsdauer, so findet man bei annihernder Konstanz der 
Wirkung auf Pepton fortdauernde Aktivitatsverminderung gegen- 
tiber Gelatine. Diese Erscheinung ist in der Hauptsache nicht 
durch Enzymzerstérung zu erkliren, sie ist wahrscheinlich auf 
fortschreitender Bildung eines spezifischen Hemmungskérpers 
der Gelatinespaltung zuriickzufiihren. In der Tat wirkt gealterter 
Ananassaft auf die Hydrolyse der Gelatine durch ein Trocken- 
priparat der Protease kriftig hemmend. 

Von einem Proteasepriparat wurden 50mg a) in 5ccm 
Wasser, b) in 5ccm neutralisiertem 5 Monate altem Ananas- 
saft gelést und nach Zusatz von 2,5ccm m/5-Dinatriumcitrat 
3 Stunden bei 40° gehalten. Dann figte man zu jeder Probe 
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1g Gelatine, fillte auf 25ccm auf und bestimmte die Spaltung 
in 4 Stunden bei 40° durch Titration von 10-cem-Proben. 


a) Protease allein . .. . . 1,14eem n/5-KOH 
b) Protease mit gealtertem Saft 0,85 cem n/5-KOH 
ce) gealterter Saft allein . . . 0,01 cem n/5-KOH 


Durch Cyanid war Ananasprotease nach 5 Monate dauernder 
Alterung (Zeile 10 u. 11 der Tab. 3) sehr wenig aktivierbar 
fir die Peptonspaltung, stark aktivierbar fiir die Gelatine- 
hydrolyse, das aktivierte Enzym ergab daher ungefihr das 
normale Verhiltnis zwischen den Spaltungsgeschwindigkeiten 
in beiden Substraten. In einem anderen Beispiel war nach 
einer 60tigigen Alterung bei 35° das Ergebnis verwickelter; 
gemiB dem Riickgang der Wirkung auf Pepton ist anzunehmen, 
da8 Enzym der Zerstérung anheimfiel. Die Gelatinespaltung 
war sehr gering geworden und auch dann noch deutlich aktivier- 
bar zum Unterschied von der Peptonspaltung. 


II. Zur Spezifitat und Aktivierbarkeit des Papains. 


1. Aktivierbarkeit durch Schwefelwasserstoff. 


Cyanwasserstoff wird als Aktivator des Papains bei der 
Hydrolyse von Albuminpepton gleichwertig durch H,S ersetzt 
(Tab. 4, Vers. 6 u. 10). Auch die Papainwirkung auf die héher 
molekularen Substrate, auf Kieralbumin (vgl. Abschn. 2 und 
Tab. 5), sowie auf Gelatine (Vers. 2 der Tab. 4) wird durch 
Schwefelwasserstoff aktiviert, aber bei diesen Substraten in 
geringerem Mafe als durch Blausiure. In den Fallen, in 
welchen Papain allein wirkungslos ist (mit genuinem Lier- 
albumin und mit Pepton), ist also Schwefelwasserstoff ein ge- 
eignetes Co-Enzym, teils ebensogut wie Cyanwasserstoff, teils 
weniger leistungsfihig. Schwefelwasserstoff allein wirkt ebenso- 
wenig wie Blauséure auf die angewandten Substrate ein. 

Unter den Bedingungen der Bestimmung wird Schwefel- 
wasserstoft zum Teil mittitriert, sein Entweichen wihrend der 
Spaltung fihrt daher zu Fehlern. Dieser Fehler ist indessen 
-gemi8 den Kontrollen erst bei Konzentrationen von iiber 
5 mg H,S in 10 ccm betrichtlich. Aber die Aktivierung durch 


ee . ‘ mi a : Lee eee ee ee ne 
i Se ee ys ao Se mo ; 5 es ee a Peale AA Ny ga ee es Dae ae ETA 


te 
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0,5 mg in 10 ccm nahert sich schon dem Maximum; mit 5 mg 
wird dieses erreicht. 


Tabelle 4. 


Vergleich der Aktivierung durch Schwefelwasserstoff und Blausiure. 
(0,4 g Substrat, 10 mg Papain, 1 eem m/5-Dinatriumcitrat, 
Pr 5,0 in 10 cem; 40°) 









































Spaltung nach Stunden - Aktivitits- 
Substrat | Aktivator | (com n/5-KOH) Steigerung 
1 oe TS */o 
Gelatine — 0,69 | 1,20 1,42 | 2,07 — 
34mgH,S}| 1,07 | 1,49 | 1,87 2,68 30—50 
: 5mg CNH | 1,26 1,77 | 2,20 3,63 50—80 
a 5mg CNH Kontr. ohne Enzym 3Tage 0,02 — 
Pepton ot 0,08 — | 0,06 0,06 _ 
-. 0,5mgH,S} 0,42 a _ —- —_ 
ms 5mgH,S | 0,51 0,70 | 0,87 1,25 — 
~ 5 mg H,S Kontr. ohne Enzym —0,03 | —0,08 _ 
» [img | — | oo) -— | — _ 
15 mg H.S Kontr. — 0,31 — to — 
ohne Enzym { —0,28 | 
5mg CNH | 0,44 | 0,62 | 0,82 1,42 ae 
. 5mg CNH Kontr. ohne Enzym 3Tage 0,03 — 


Der zeitliche Verlauf der Aktivierung, den wir tir Blau- 
siure gut feststellen konnten, lieB sich mit Schwefelwasserstoff 
gar nicht beobachten. Die Reaktion des Papains mit diesem 
Aktivator scheint mit gré8erer Geschwindigkeit zu verlaufen, 
die auch im Verhiltnis zum Gange der Hydrolyse sehr grod 
ist. Die Unterschiede bei den zwei Fallen der Aktivierung sind 
ihnlich den von H. v, Euler und K. Josephson?) beobachteten 
Unterschieden im zeitlichen Verlauf von Enzyminaktivierungen, 
nimlich der Inaktivierung von Saccharase durch Brom und Jod. 

Von den Versuchen, die sich auf den zeitlichen Verlauf 
der Schwefelwasserstoffaktivierung beziehen, sei nur ein Bei- 
spiel angefiihrt. | 

0,45 g Papain wurden mit 0,16 g H,S und mit 10 ccm 
m/5-Dinatriumcitrat auf 100 com gebracht. Davon entnahmen 





') Diese Zs. Bd. 127, S. 99 (1922/23). 
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wir sofort 10 com, um das Enzym auf 2 g Gelatine unter 
Zusatz von weiteren 4 ccm Citrat in 50 com bei 40° 90 Mi- 
nuten einwirken zu lassen. Weitere Proben der bei 40° ge- 
haltenen Papain—Schwefelwasserstofflisung wurden nach 15, 
30, 60 Minuten entnommen, um die Gelatinespaltung unter 
gleichen Bedingungen zu messen. Die einzige Differenz war 
ein kleiner Riickgang der Wirksamkeit, der wohl auf Enzym- 
zersetzung zuriickzufiihren ist. 

Hydrolyse von 0,4 g Gelatine durch 9 Papaineinheiten, aktiviert durch 

3,1 mg H,S (40°, 90 Minuten). 
Dauer der Behandlung mit H,S 


vor Vermisch.m.Substr. 1 15 380 60 120 Min. 21 Std. 
Spaltung entspr.. . . .1,31 1,25 1,20 1,21 1,17  1,22cemn/5-KOH. 


2. Wirkung des Papains auf genuines Hieralbumin. 


Nach Versuchen von C. Delezenne, A. Mouton und 
E. Pozerski’), die von D. Jonescu?) und von F. Sachs‘) be- 
stitigt wurden, vermag Papain genuines Hieralbumin und 
SerumeiweiB bei Temperaturen bis 40° gar nicht anzugreifen, 
wihrend zwischen 70—90° rasche Hydrolyse einsetzt. Zu 
diesen Angaben scheinen unsere friher mitgeteilten Befunde 
hinsichtlich der Gelatinehydrolyse bei héheren Temperaturen 
in einem gewissen Gegensatz zu stehen. Bis etwa 70° waren 
sehr rasche Spaltungen erfolgt, wobei die Geschwindigkeit mit 
der Temperatur gleichmiBig anstieg. Indessen bestitigen 
unsere Bestimmungen durchaus die Beobachtungen jener 
Autoren, namentlich die Angabe von E. Pozerski‘) iiber die 
Widerstandsfihigkeit nativen Albumins in der Kalte. Dieses 
Substrat ist erst leicht angreifbar, wenn es zuvor denaturiert- 
wurde, z. B. durch Erhitzen. 

Das ,,Phanomen von Delezenne“, der Unterschied im Ver- 
halten des genuinen und des denaturierten KiweiBkérpers, den 
Pozerski auf das nachstliegende, auf die gréBere Temperatur- 





1) ©. R, Bd. 142, 8. 177 (1906). 

*) Biochem. Zs. Bd. 2, 8. 177 (1906). 

8) Diese Zs. Bd. 51, 8. 488 (1907). 

4) Ann. Inst. Pasteur Bd. 28, S. 205 (1909). 
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bestiindigkeit des Enzyms im Vergleich zu seinem Substrat 
zuriickfihrt, beruht wohl im wesentlichen auf konstitutionellen 
Anderungen der Proteine, mit denen die Denaturierung ver- 
bunden ist. Man erkennt in dem Enzym ein feines Reagens 
auf die konstitutionelle Kigentiimlichkeit des Substrates. Im 
Gegensatz zu Papain selbst hat Papain zusammen mit Cyan- 
wasserstoff oder weniger gut mit Schwefelwasserstoff spezifische 
Wirkung auf natives Hieralbumin. Die Spaltung ist. weit- 
gehend. 

Da kéufliches Albumin je nach seinem Denaturierungs- 
grad auch ohne Aktivierung mehr oder weniger angegriffen 
wird, dienten fiir unsere Versuche Albuminliésungen, die aus 
dem Weif frischer Hier itibereinstimmend mit den Angaben 
von 8S. Matsumura’) gewonnen waren. Nach Verdiinnen mit 
Wasser auf das 5fache zur Ausfallung des Globulins wurde 
die Lésung filtriert und vorsichtig im Faust-Heimschen 
Trockenapparat bei 830—35° auf die erforderliche Konzentration 
eingeengt. Solche Lésungen sind, mit. Toluol versetzt, mehr 
als eine Woche unveraindert haltbar. Zur Denaturierung 
erhitzten wir die einzelnen Proben 4 Minuten im Wasserbad, 


Tabelle 5. 


Hydrolyse des genuinen Albumins (0,2 g) durch Papain (15 mg) 
mit Blauséiure oder Schwefelwasserstoff. 




















a Toabtiestacee ta Sanden 

Substrat | Aktivator 2 4 24 12 
Kieralbumin nativ: . . | — | oot | — | 018 | 0,10 
ns + + | Smg HON | 0,81 | 0,42 | 1,57 | 3,12 

» + + + | 00mg HS | 0,19 | 0,28 | 0,65 | 1,01 
Eieralbumin denaturiert. | —~ — 0,94 | 1,08 | 1,22 











Reaktionsdauer in Minuten 
b) Versuch bei 70° 





10 | 80 | Go | 120 


Eieralbummn nativ. . . Foe | 0,26 | 0,31 | 0,32 

















') Kolloidzs. Bd. 32, S. 176 (FuBnote) (1923). 
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wobei sich durch kriftiges Schiitteln eine ganz feine Verteilung 
erreichen lieB. 

In den Versuchen der Tab. 5 enthielt jede Titrationsprobe 
von 5ccm auf 0,2 g Albumin 15 mg Papain und 0,5 cem m/5-Di- 
natriumcitrat (p,, == 5,0). Die Aktivatoren lieBen wir in Gegen- 
wart des Puffers vor Substratzusatz 2 Stunden auf das Enzym 
bei 40° einwirken, 


III. Protease aus Cucurbita Pepo. 
1) Das Enzymmaterial. 


Kiirbisse geben PreBsifte von sehr wechselnder Wirksam- 
keit, die immer z. B. im Vergleich zum Ananassafte verhaltnis- 
maBig gering ist. Ein mittlerer Kirbis von 6 kg Gewicht 
lieferte in der hydraulischen Presse 2,5 Liter triiben gelblichen 
Saft. Um bei der Analyse geniigenden Acidititszuwachs zu 
erzielen, war es nétig, den von Zellresten durch Filtration 
tunlichst befreiten Saft auf 1/,—1/,, einzuengen, was im Hoch- 
vakuum bei gewohnlicher Temperatur geschah. Die so erhal- 
tenen Lisungen, die noch diinnfliissig waren, reagieren sehr 
schwach sauer. Ihre Trockensubstanz, die etwa 6°/, betragt, 
entfallt tiberwiegend auf Kohlehydrate; proteolytischer Abbau 
findet in dem Saft nur in geringem Ma8e statt. Der Farb- 
stoffigehalt ist am geringsten beim Verarbeiten griinhdutiger, 
netzartig gezeichneter Friichte mit farblosem Fleisch, die 
iibrigens auch die proteolytisch wirksamsten zu sein scheinen. — 
Entfarbung des Kiirbissaftes, wodurch die Beobachtung des 
Farbumschlages bei der Titration erleichtert wird, laBt sich 
nahezu ohne Enzymverlust durch Adsorption mit Tonerde C 
bei Gegenwart von ein wenig Ammoniak erreichen. Beim Auf- 
bewahren unter Toluol nimmt die proteolytische Wirksamkeit 
der Liésung nur langsam ab, z. B. in 5 Monaten um 20°. 
Das Enzym ist aber zum Unterschied von Papain sehr un- 
bestindig gegen Alkohol. Schon bei rasch ausgefiihrter Fallung 
des Kiirbissaftes durch Alkohol geht viel, beim Trocknen mit 
Alkohol—Ather alle Protease verloren. Dagegen ist die Aus- 
flockung mit Ammonsulfat nicht ungeeignet zur Reinigung. 
Der frische Saft gibt mit etwas mehr als seinem halben Ge- 
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wicht Ammonsulfat eine flockige eiweiBhaltige Fallung, welche 
die gesamte Protease mitfiihrt. Es gelingt aber nur mit be- 
deutendem Verlust (z. B. 50°/,) den in Wasser wieder gelésten 
Niederschlag durch Dialyse von Ammonsulfat ganz zu befreien; 
beim Eintrocknen des Dialysenriickstandes nimmt die enzy- 
matische Wirksamkeit noch weiter ab. 

Um den Enzymwert der hier untersuchten Pflanzenstoffe 
zu vergleichen, sind mindestens 2 Mafe nétig, z. B. Gelatine, 
worauf Carica Papaya und Ananas giinstiger wirken, und Pepton, 
wofir sich Kiirbisprotease besser eignet.') Fir diesen Vergleich 
soll jedes Enzym mit seinen giinstigsten Aciditétsbedingungen 
wirken, im tibrigen tunlichst unter den Bedingungen der Papain- 
analyse. Papaya und Ananas wirken also blausiurereaktiviert, 
Kirbisprotease, fiir die man keinen Aktivator kennt, ohne jeden 
Zusatz. EKiner Papaineinheit, d.i. 1 mg getrocknetem Papaya- 
Milchsaft, sind in der Wirkung auf Gelatine einerseits ungefahr 
140 g Kirbisfrucht oder 500 mg Kirbissaft-Trockensubstanz, 
anderseits 0,5—1,5 g Ananasfrucht und 33—100 mg Ananas- 
saft-Trockenriickstand Aquivalent, wahrend in der Wirkung 
auf Albuminpeptone 1 mg Papain-Merck schitzungsweise 11 g 
Kirbis oder 41 mg Kirbissaft-Trockengewicht, anderseits 
wiederum 0,5—1,5 g Ananas oder etwa 60 mg Ananassaft- 
Trockensubstanz gleichwertig sind. 


2. Verhalten gegen Cyanwasserstoff. 


Der Einflu8 des Cyanwasserstoffes wurde mit Kiirbis- 
protease untersucht, die durch Ausfaillung mit Ammonsulfat 
und Dialyse unter Verlust gereinigt wurde. Die optimalen 
Aciditatsverhaltnisse, wortiber die nichste Abhandlung dieser 
Reihe genauere Angaben mitteilt, sind etwas verschieden fir 





*) Noch ausgepriigter scheint der Spezifititsunterschied bei der 
Protease von Cucumis sativus zu sein. Wir begegneten bei PreBsiften 
reifer Gurken betriichtlichen Wirkungen auf Albuminpepton, wihrend 
die Safte fast gar nicht auf Gelatine wirkten. Beispielsweise wurde 
mit 4 cem Gurkensaft bei pp =5 mit 0,4 g Substrat in 20 Stunden 
Peptonspaltung beobachtet entspr. 0,90 cem u/5-KOH, aber keine sichere 
Gelatinespaltung. 
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die Hydrolyse von Gelatine und Pepton und sehr verschieden 
von den Reaktionsbedingungen (p, =5) des Papains. Fir 
Gelatine ist sehr schwach alkalisches Gebiet am besten ge- 
eignet, fiir Pepton ganz scharf p, = 6,3. In den vergleichenden 
Versuchen der Tab. 6 wurden fir die Gelatinehydrolyse an- 
nihernd neutrale Reaktion (m/6-Citrat—Phosphatpuffer 1: 1 
von p,, = 6,8), fiir Peptonspaltung das optimale Citrat—Phos- 
phatgemisch angewandt. 

Auch die Kirbisprotease unterliegt deutlich der Wirkung 
von Blausiure, aber Aktivierung erfolgt nicht, sondern ent- 
schiedene Hemmung. 


Tabelle 6. 


Spaltung von Gelatine und Pepton durch Kiirbisprotease mit und ohne 
Blausiure. 
(0,5 g Substrat in 10 cem, Protease aus 27 ccm Kiirbissaft mit 
1,2 eem Citrat-Phosphatpuffer; 40°.) 

















Spaltungs- Substrat Gelatine Substrat Pepton 
zeit # : 
: | mit 10 mg mit 10 mg 
Stunden ohne Zusatz HON ohne Zusatz 4 HCN 
20 0,8 0,2 2,6 At 
28 1,2 0,4 4,0 3,2 
96 2,1 1,2 5,8 4,6 
17 Tage 3,1 2,4 5,6 5,5 














Auch in Versuchen mit Schwefelwasserstoff trat Hemmung 
ein, die noch viel stirker war als mit Blausaéure. 

Unter gleichen Bedingungen (0,4 g Albuminpepton’ mit 
Protease aus 28 ccm Kiirbissaft unter Zusatz von 5 mg H,§, 
in 10 ccm bei 40°) erniedrigte bei 2 tigiger Spaltung der Zusatz 
von Blausiure und von Schwefelwasserstoff den Alkaliverbrauch 
auf rund ?/, und }/,. 























Versuchsdauer 1 2 8 ‘Tage 

ohne Zusatz . 1,97 3,09 5,58 ecm n/5-KOH 
mit HON. . 1,30 1,91 5,50 cem n/5-KOH 
mitho . 1,04 1,14 2,99 eem n/5-KOH 
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3. Unterschiede zwischen Kirbisprotease und Papain. 


Zwischen den Proteasen aus Carica und Cucurbita gibt 
es weitere Unterschiede im Spaltungsvermégen und im Ad- 
sorptionsverhalten. Wiahrend Fibrin durch nichtaktiviertes 
Papain nur unvollstindig peptonisiert wird, nimlich so, da8 
die Hydrolyse nach Auflésung von 70°/, des Substrates zum 
Stillstand kommt, l46t es sich durch die Wirkung der Kiirbis- 
protease so gut wie quantitativ auflésen und zwar schon in 
verhaltnismaBig kurzer Zeit. Es gibt wahrscheinlich im Fibrin 
wie in den Peptonen Bindungen, die gegen Papain ohne 
Aktivator aber nicht gegen Kirbisprotease resistent sind. In 
einem Versuch mit 0,6 g lufttrockenem Fibrin, 10 ccm Kiirbis- 
saft und 3ccm Puffer von p, = 7,2 bei 40° in 24 Stunden 
wurden 0,514 g von 0,538 g d.i. 95,4°/, geldst. 

Die auffallende Eigenschaft des Papains, das durch Ton- 
erde ,aus saurer Lisung schlecht, aus neutraler besser, aus 
ammoniakalischer viel besser adsorbiert“ wird, findet sich bei 
der Kiirbisprotease nicht wieder. Diese wird im Gegenteil aus 
essigsaurer Lésung leicht, aus ammoniakalischer schlechter 
adsorbiert. Adsorption aus alkoholischer Lésung scheitert an 
der Empfindlichkeit des Enzyms. Es diirfte also ein leichtes 
sein, ein Gemisch beider Proteasen mit Tonerde aufzulésen. 

Da sich das Kirbisenzym durch starke und gut bestimm- 
bare Wirkung auf Fibrin auszeichnet, wurde mit dieser Re- 
aktion, deren quantitative Ausgestaltung die V. Abhandlung 
dieser Reihe beschreiben wird, das Adsorptionsverhalten ver- 
folgt. Von einem Kiirbissafte lésten 2 ccm in 1 Stunde 0,214 ¢ 
Fibrin. Nach Adsorption in n/20-Essigsiure mit Tonerde C 
entspr. 0,162 g Al,O, vermochte die Restlésung nur 0,156 g, 
nach Adsorption mit ebensoviel Tonerde aus n/20-NH, noch 
0,199 g Fibrin zu lésen. In einem andern Beispiel verlief 
die Adsorption aus NH,-haltiger Lésung noch ungiinstiger: 
Die Restlésung léste noch 0,221 g Fibrin auf. 





























Substrat und Aktivitatsoptimum bei einigen proteolytischen 
Reaktionen. 
Dritte Abhandlung tber pflanzliche Proteasen. 


Von 
Richard Willstiitter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, November 1925.) 


Einleitung. 

Nach einer bedeutsamen Untersuchung von J. H. Northrop‘) 
sollen fiir Pepsin, das nur mit KiweiBkationen, und fir Trypsin, 
das mit Anionen reagiert, die Dissoziationskurven der Protein- 
substrate und die Aktivitits-p,-Kurven der darauf einwirkenden 
Enzyme iibereinstimmen. Daraus leitet R. Kuhn, indem er 
die elektrische Ladung der Reaktionszwischenprodukte fiir die 
Geschwindigkeit der Proteolysen als maBgebend erachtet, den 
Satz ab: ,,Bei den Proteasen wird die elektrochemische Natur 
der Ferment-Substratverbindung vor allem durch die elektro- 
chemische Natur des Substrates bestimmt.?) 

Der Eigenart der von J. H. Northrop  behandelten 
Proteasen stellen wir einen Fall gegeniiber, den unsere erste 
Mitteilung beschrieb. Die Caricaprotease ohne Aktivator oder 
zusammen mit Cyanwasserstoff zeigt das Optimum der Gelatine- 
spaltung annihernd iibereinstimmend mit dem isoelektrischen 





1) Jl. Gen. Physiol. Bd. 5, S. 268 (1922/23); ferner Naturw. Bd. 11, 
S. 718 (1928) u. z. S. 717. 

*) Physikalische Chemie u. Kinetik der Fermentreaktionen. 4. Haupt- 
teil der 5. Aufl. des Fermenthandbuches von al uuleneanesaas Leipzig 
1924, I, Bd. S. 203. 
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Punkt des Substrates, nimlich bei p, = 5,0. Es soll nun an 
einigen weiteren Substraten mit Papain gepriift werden, ob 
dieses Enzym auf die undissoziierten KiweiBstoffe, bzw. ihre 
Zwitterionen eingestellt ist’) und es sollen einige andere 
Pflanzenproteasen zum Vergleich herangezogen werden. Wir 
bestimmen die p,-Aktivitiitskurven ftir die Pepton- und Fibrin- 
auflésung. Bei der Hydrolyse von Albuminpepton fallt die 
maximale Spaltung (bei p,, = 5,0 bis 5,2) auch in die Nahe 
des isoelektrischen Punktes des Substrates (4,8) und beim Blut- 
fibrin gibt es ein scharfes Optimum der Wirkung von cyanid- 
aktiviertem Papain bei p,, = 7,1 bis 7,3, also dem isoelektrischen 
Punkt (7,2) entsprechend. Die Spaltung des stark basischen 
Clupeins scheint sich auch einzufiigen, da sie nach F. Rogo- 
zinsky*) optimal bei alkalischer Reaktion erfolgt. 

Es trifft also in weiterem Umfange zu, da8 beim Papain 
die Reaktionsoptima mit den isoelektrischen Punkten der Sub- 
strate zusammenfallen. In dieser Hinsicht stimmt mit dem Carica- 
Enzym anniahrend iiberein die in der zweiten Abhandlung 
dieser Reise schon in anderen Kigenschaften verglichene und 
sehr &bnlich befundene Protease der Ananasfrucht, die von 
R.H.Chittenden*) Bromelin genannt wurde. Sie spaltet Gelatine 
optimal zwischen p,, = 4,5 und 5,0 und Albuminpepton bei p,, = 5,0. 

Ein wesentlich abweichendes Verhalten, das sich weder 
der Higentiimlichkeit des Papains nahert, noch der Northrop- 
schen Regel fiigt, trefien wir bei dem proteolytischen Enzym 





1) In der referierenden Literatur (R. Kuhn, a.a. O. S. 204, und 
C. Oppenheimer, II. Bd. des Fermenthandbuches S. 1050, Leipzig 1925) 
wird die Auffassung vertreten, ein abnlicher Fall wie hei Papain liege 
nach einer Untersuchung von A. B. Hertzman und H. C. Bradley 
[Proc. Am. Soc. Biol. Chem. Bd. 18, 8. 19 (1923) und JI. Biol. Chem. Bd. 61, 
S. 275 (1924)] auch bei den proteolytischen Enzymen der Leber vor. 
Allein soweit ttberhaupt die kleinen Ausschlige bei den dort beschriebenen 
Spaltungen einen Schlu8 gulassen, ist mit Hertzman und Bradley 
zu folgern, daB die Hydrolyse eines Substrates durch Leberprotease erst 
auf der sauren Seite vom isoelektrischen Punkt an in erheblichem MaBe 
einsetzt, so da8 also nur Eiweifkationen gespalten werden. 

%) Diese Zs. Bd. 79, S. 898 (1912). 

‘) Trans. Conn. Acad. Bd. 8, Dez. 1891; Jl. of Physiol. Bd. 15, 8. 249 
(1894). 
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der Kirbisfrucht. an, das auch im Verhalten gegen Blausdure 
und Schwefelwasserstoff, ferner in seiner Spezifitat, im Adsorp- 
tionsverhalten und in der Empfindlichkeit gegen Alkohol vom 
Caricaenzym sehr verschieden ist. Kiirbisprotease gibt bei 
der Einwirkung auf Pepton eine p,,-Aktivititskurve mit steilem 
Optimum bei p,, = 6,3, Gelatine wird im schwach alkalischen 
Bereiche maximal gespalten. Nur fiir die Hydrolyse des un- 
léslichen Substrates Fibrin, bei dem iiberhaupt durch Adsorp- 
tionsvorginge die Enzymkonzentrationen an der Substratober- 
fliche geindert werden kénnen, hat Kirbisprotease ungefahr den- 
selben optimalen Bereich von p,, = 7,2 bis 7,4 wie Papain. Es 
ist nicht ausgeschlossen, da8 Begleitstoffe, aktivierende oder 
hemmende, das Gesamtverhalten dieses Enzyms beeinflussen, 
aber einfacher und wahrscheinlicher ist die Annahme, daB die 
Kirbisprotease eine vom Papain abweichende, besondere Art 
pflanzlicher Proteasen vertritt. : 


Experimenteller Teil. 
I. Reaktion des Papains. 


1. Wirkung der Ananasprotease ohne Aktivator 
auf Gelatine. 


Optimale Hydrolyse erfolgt nach den Versuchen der 
Tabelle 1 und Figur 1, im Bereich von p, = 4,5 bis 5,0, der 
mit dem Maximum der Gelatinespaltung durch Papain (5,0) 
und dem isoelektrischen Punkt des Substrates (4,7) iibereinstimmt. 
Der Abfall nach der sauren Seite ist ebenso steil wie beim 
- Papain, in beiden Fallen ist die Halfte der maximalen Wirk- 
samkeit bei etwa p,, = 3,5 erreicht. Im alkalischen Gebiet ist 
der Abfall unerheblich steiler bei der Ananasprotease (Halfte 
der Maximalspaltung bei p, = 7,0, dagegen 7,8 beim Papain). 
Noch ausgeprigter kehrt diese Erscheinung bei der Hydrolyse 
der Peptone wieder. Fiir das Vorkommen eines Enzymgemisches 
im Ananassafte geben die Beobachtungen keinen Anhaltspunkt. 

Die Wasserstofizahl stellten wir in diesem Falle mit dem 
vonJ.H. Northrop’) empfohlenen Citrat-, Borat- und Phosphat- 


1) Jl. Gen. Physiol. Bd. 5, 8. 268 (1920). 
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gemisch ein, dessen Wirkungsbreite wir durch Anwendung 
- gréBerer Mengen von HCl und NaOH erweiterten. In anderen 
Fallen vermieden wir die Boratmischungen mit Riicksicht auf 
den Kohlehydratgehalt pflanzlicher Enzymmaterialien. Das 
hier angewandte Enzympraparat war nach Fallung durch 
Alkohol, Wiederauflésen und erneuter Fallung mit */,-ge- 
sittigtem Ammonsulfat frei von Kohlehydraten. 


Tabelle 1. 


Gelatinespaltung durch Ananasprotease bei verschiedenem py. 


(0,4 g Gelatine in 10 com mit 20 mg Prip. aus etwa 12 ccm Ananassaft; 
40°, 5 Stunden.) 


























Pu des Py der Lésung Spaltung 

Puffers Beginn | Ende _ | (eem n/5-KOH) 
— 2,5 | 2,6 0,18 
2,6 3,6 | 3,8 1,05 
3,8 ae 1,55 
4,8 ‘os | a3 1,49 
5,2 if 1 oa 1,48 
5,8 59 4: 988 1,38 
7,8 18 3) a 0,74 
9,3 co ee ee |. 0,35 
10 86 | 86 0,26 

6 se) 
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Pie. 2. 
pH-Abhingigkeit der Gelatinespaltung durch Ananasprotease. 
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50 mg Enzym wurden mit 7,5 ccm Northropscher Mischung 
und 1 g Gelatine auf 25 ccm gebracht; die bei 40° in 5 Stunden 
erreichte Spaltung ermittelten wir durch Titration von 10 ccm- 
Proben. Die Wasserstofizahl der Versuchsfliissigkeit bestimmten 
wir in samtlichen Versuchsreihen kolorimetrisch sowohl zu Be- 
ginn wie am Ende jedes Versuches (Tab. 1 u. Fig. 1). © 


2. Spaltung von Albuminpepton durch Papain und 
durch Ananasprotease. 


Wie schon 8. H. Vines") beobachtete, wirkt Papain auf 
Pepton am besten bei schwach saurer Reaktion. Das Enzym 
ist dafiir nur mit Blausiure anwendbar. Nach unseren Ver- 
suchen (Tab. 2 und Fig, 2) liegt das Optimum bei p,, = 5,0 — 
5,2, wihrend der isoelektrische Punkt fiir das Ausgangsmaterial 
der Peptone, das Kier-Albumin, bei p, = 4,8 gefunden wird. 
Der Abfall der p,,-Abhangigkeit ist wie bei der friher be- 
schriebenen *) Gelatinehydrolyse steil nach der sauren Seite, nach 
der alkalischen aber flacher als dort. Die Abhaingigkeit vom 
P, ist aber so &hnlich, daB fiir die Annahme einer besonderen 
ereptischen Komponente kein Raum bleibt. 

Um die Einfliisse verschiedenartiger Puffermischungen auszu- 
schlieBen, verwenden wir von nun an immer im ganzen py-Bereich von 
3,5—7,5 Phosphate im Gemisch mit Citraten. Zur Herstellung der Puffer 
wurden in Anlehnung an die Arbeitsweise von J. H. Northrop 
m/6 = 29,7 g Na,HPO,.2H,0 (zu Enzymstad. n. Sérensen, Kahlbaum) u. 
m/6 = 85,7 g C,0,H,.H,O (,, ” ” ” ” ) 
mit 175 cem 8n-NaOH gelést und auf 500 ccm aufgefillt. Diese Stamm- 
lésung hat [H"] = 10-*. Um die verschiedenen Acidititen einzustellen, 
werden » ccm Stammlésung mit wechselnden Mengen (x cem) n-HCl ver- 
setzt, wobei die Konzentration des Chlorions durch entsprechenden Zu- 
satz [( — x) ccm] von n-NaCl aufrecht erhalten wird. Die mit den ver- 
schiedenen Misc hungsverhiltnissen erreichte Wasserstoffionenkonzentration 


ist aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich. Zu 100 com Stamm- 
lésung werden zugefiigt: 


cem n/l HCl 6 -b 10 2  S we i 


ecm n/l NaCl 100 95 990 80 7% 50 O 
Pu betrigt Sb 75 78 69 €6 66. 8,75 





1) Annals of Botany Bd. 19, 8. 149 (1905). 
*) I. Abhandlung und zwar Seite 197. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 
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In einer Mischung mit dem Substrat la8t sich durch den Phosphat- 
Citratpuffer das Gebiet von py 4—T7 einstellen und konstant halten. 
Um stark sauere oder alkalische Reaktion zu erreichen, wurden au8erdem 
noch entsprechende Mengen von HCl baw. NH, zugefiigt. Auch dann 
blieb die Reaktion wihrend der Hydrolyse nahezu konstant, da bei der 
hohen Peptonkonzentration im Verhiltnis zu den vorhandenen Amino- 
und Carboxylmengen der Zuwachs gering ist. 


Zur Aktivierung wurden 50 mg Papain mit 25 mg Blau- 
siure unter gleichbleibendem Zusatz von 1 ccm m/5-Dinatrium- 
citrat bei 40° 2 Stunden lang angesetzt. Dann fiigten wir 2 g 
geléstes Pepton ex Albumine (KH. Merck) und 10 ccm Puffer- 
mischung hinzu und fillten auf 50 ccm auf. Die Hydrolyse 
in 4 Stunden bei 40° ergab sich aus der Titration von 10 ccm- 
Proben. 


Tabelle 2. 
Wirkung von Papain + HCN auf Pepton bei verschiedenen py. 
(0,4 g Pepton, 10 mg Papain mit HCN vorbeh.; 40°, 4 Stunden.) 

















Po der Lésung | Spaltun 
———— Beginn Ende (com n/5-KOH) 

< 3,0 8,0 3,0 0,45 

8,1 4,1 4,2 0,94; 0,92 
4,9 5,2 5,2 1,06 

7,8 6,6 6,4 0,92; 0,95 
> 7,3 7,1 7,0 0,87 
>9 9,2 9,1 0,53 
Kontr. ohne Enzym 9,2 9,2 0,05 











Ananasprotease ohne Aktivator, die anders als Papain 
deutlich auf Peptone einwirkt, und das durch Cyanid aktivierte 
Enzym ergeben nach den Versuchen der Tab. 3 und der Fig. 3 
vollkommen iibereinstimmende und der p,-Abhingigkeit des 
Papains ahnliche Aktivititskurven. Die Proteasen beider Her- 
kunft wirken annahernd bei p,, = 5 optimal auf Pepton. Die 
Wirksamkeit des Bromelins fallt aber auf der saueren Seite 
etwas steiler, auf der alkalischen bedeutend steiler ab, so daf 
die Halfte der optimalen Wirkung im sauren Gebiet mit Papain 
bei p,, = 3,3, mit Bromelin bei etwa 3,8, im alkalischen Ge- 
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biet mit Papain bei p, = 9, mit Bromelin bei etwa 6,3 er- 
reicht wird. Der raschere Abfall auf der alkalischen Seite 
bei der Ananasprotease kann dadurch mitbedingt sein, dab das 
Enzym, wibrend es in kriaftig saurem Medium noch recht be- 
stindig ist, schon in der Gegend des Neutralpunktes sehr zer- 
setzlich zu sein scheint. Dies gilt aber nur fiir reinere Enzym- 
lésungen, weniger fiir den Versuchsansatz mit Substrat, wie 
man aus den nach 4- und nach 24-stiindiger Spaltung fast 
gleichlaufenden p,-Kurven erkennt. 





a | 3 


ae | 





me 
S 









































; Fig. 2. 
ppH-Abhangigkeit der Peptonspaltung durch Papain + Blausdaure. 


Tabelle 3. 


Ananasprotease ohne Aktivator und mit Blausiure bei verschiedenen py, 
in der Reaktion auf Albuminpepton. oe 
(0,4 g Pepton, Protease entspr. 10 Papain-Einh., 2 ccm Citrat- 
Phosphatpuffer in 10 cem; 40°.) 

















a) ohne HCN |) mit 5mg HON 
Pu des Py der Lésung | Spaltung (cem n/5- Spaltung (ecm 
Puffers KOH) nach n/5-KOH) nach 
Beginn | Ende | 4Stdn. | 24 Stdn. 4 Stunden 
<8 3,4 3,5 0,07 0,20 0,34; 0,29 
3,1 4,1 4,1 cae a 1,10 
4,1 © 4,9 4,9 0,32 0,91 1,25; 1,25 
4,9 5,5 5,4 _ vi 1,20 
1,8 6,6 6,5 0,10 | 0,28 0,87; 0,32 
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Die Ananasprotease war ein Trockenpraparat, wovon 4 mg 
in der Wirkung auf Gelatine 1 mg Papain entsprachen. Die 
Versuche wurden genau wie mit Papain angesetzt, also mit 
der 10 Papain-Kinheiten entsprechenden Menge von 40 mg 
Trockenpraéparat in der 10 ccm-Titrationsprobe. Wahrend die 
Proteasen in bezug auf Gelatine Aquivalent waren, wirkte 
Bromelin etwas besser auf Peptone als Papain. 
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Fig. 3. 
Wirkung der Ananasprotease auf Pepton bei verschiedener [H°] ohne und mit Blausdure. 


3. Fibrinauflésung durch Papain mit Blausaure. 


In der Literatur ist vielfach und im allgemeinen iiber- 
einstimmend erwaihnt, dab das Enzym am besten bei neutraler 
und schwach alkalischer Reaktion Fibrin auflést. Friihe An- 
gaben dariiber rihren von Cl. Fermi), eingehendere von 
S. H. Vines?) her. Nach unseren in der Tabelle 4 und 
Figur 4 verzeichneten Versuchen, bei denen die Unléslichkeit 
des Substrates dank einer in der 5. Mitteilung dieser Reihe 
uusgearbeiteten Bestimmungsmethode keine geringere Genauig- 
keit zur Folge hatte, liegt das Optimum der Fibrinauflésung 
bei! p, = 7,1 bis 7,8, also itibereinstimmend mit dem von 
I. N. Kugelmass’) bestimmten isoelektrischen Punkt (7,2) des 
Substrates. 





1) Arch. f. Hyg. Bd. 10, I, 8. 1 (1890); vgi. ferner Cl. Fermi und 
L. Buseaglioni, Z. f. Bakt. Bd. 5, S. 24 (1899) u. zwar 8S. 155. 

*) Annals of Botany. Bd 19, S. 149 (1905) und a, and. O. 

*) Compt. rend. Soc. Biologie, Bd. 87, 8. 802 (1922). 
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Tabelle 4. 
Papain + Blausiure bei verschiedenem py mit Fibrin. 


(0,3¢ Fibrin, mit 5 und 10 mg Papain, 2 Stunden vorbeh. mit 6 mg HCN; 
‘Vol. = 15cem, Spaltungszeit 2 Stunden; 40°.) 
































. Pu der Lésung Fibrin gelést durch 
PH Ges 
Omg Enzym 
Puffers | Beginn | Ende bes Sere | ee 
g (g) (g) 
5,0 5,1 5,2 ~— 0,054 
6,8 6,8 6,8 0,053 0,093 
7,1 7,1 7,1 0,064 — 
7,3 7,3 1,3 0,063 0,114 
1,9 7,8 7,5 — 0,106 
8,0 7,9 7,7 0,049 0,089 
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Fig. 4. py-Abhangigkeit der Fibrinauflésung durch Papain + Blausdure, 

Die Enzymmengen von 5 bis 10 mg wurden mit 6 mg HCN und 
mit 3cem Puffermischung zuniichst 2 Stundén bei 40° vorbehandelt, 
sodann zur Suspension von fein gepulvertem Fibrin (0,3 g lufttrocken) 
und weiteren 8 ccm Puffer zugefiigt und auf 15 cem aufgefiillt. Wahrend 
der Versuchsdauer von 2 Stunden wurde im Thermostaten von 40° lebhaft 
geschiittelt. 


II. Reaktionen der Kirbisprotease. 
1. Wirkung auf Gelatine., 
Die pflanzlichen Enzyme mit Pepsin und mit Trypsin ver- 
gleichend beobachteten Cl. Fermi u. L. Buscaglioni’) die Wir- 


ce ep et mee 


1) Zbl. f. Bakt. Bd. 5, S. 24 (1899) u. z. S, 157. 
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kung von 0,1°/, Chlorwasserstoff auf die Gelatinespaltung. ,,Die 
Gegenwart dieser Saure steigert die verfliissigende Wirksamkeit 
des Enzyms von Ficus und Phytolacca abyssinica, wihrend sie 
umgekehrt die Fermente von Hibiskus, Cucurbita, die unreifen 
Phaseolussamen und die jungen Stengel von Portulacca schwacht.“ 
Die quantitative Bestimmung bestitigt, daB die Wirkung der 
Kirbisprotease auf Gelatine im sauren Bereich schwicher als 
im neutralen ist. Wie die Versuche der Tabelle 5 zeigen, liegt 
das Optimum auf der alkalischen Seite. Die Zunahme nach 
dem alkalischen Gebiet hin verfolgten wir, da die Pufferwirkung 
des Phosphat-Citratgemisches nachlieB, nur bis zum Anfangs-p,, 
von 7,3. Ein Kontrollversuch mit erhitztem Kiirbissaft und mit 
Puffer von p, = 8 ergab nur geringfiigige Wirkung auf das 
Substrat. : 


Tabelle 5. 
Py-Abhangigkeit der Kirbisprotease mit Gelatine. 


(0,417 g Gelatine, 5 ccm Citrat-Phosphatpuffer, Protease aus 40 ccm Kiirbis- 
saft in 10 cem; 25 Stunden, 40°.) 


























Pa des Pu der Lésung Spaltung 
Puffers Beginn | Ende | (ccm n/5-KOH) 

3,7 4,8 “sae 1,5 

4,7 5,0 5,2 2,5 

5,3 5,4 5,5 3,3 

6,6 6,6 6,5 8,8 

1,8 1,0 6,7 4,2 

8,0 Kontrolle mit Kochsaft 0,3 





2. Wirkung auf Pepton. 


Die Reaktion der Kirbisprotease auf Albuminpepton hat 
ein scharfes Optimum bei p,, = 6,3 mit sehr steilem Abfall der 
Aktivitatskurve nach beiden Seiten. Die Versuche der Tabelle 6 
und der Figur 5 sind mit Phosphat-Citratpuffer ausgefitihrt und 
in einer anderen Versuchsreihe mit Phosphatgemisch bestitigt 
worden. ; 
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Tabelle 6. 


Spaltung von Albuminpepton durch Kiirbisprotease bei verschiedenem px. 


(0,5 g Pepton in 6 cem Phosphat-Citratpuffer mit Protease aus 28 ecm 
Kiirbissaft; 40°, 10 Stunden.) 




































































PH des Po der Lésung Spaltung(comn/5-KOH) 
Puffers Beginn Ende Saft A | SaftB 
5,8 5,7 5,8 1,0 2,4 
6,6 6,5 6,3 2.5 4,8 
6,8 6,8 6,6 1,4 — 
7,0 6,9 6,7 0,9 1,53 

8,7 8,2 1,3 0,3 
— 
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Fig. 5. 


pH-Abhangigkeit der Kirbisprotease mit Pepton. 


3. Auflésung des Fibrins. 


Wahrend die p,,-Aktivititskurven von Papain und Kirbis- 
protease in den Fallen der Gelatine- und Peptonhydrolyse so 
verschieden sind, stimmen die optimalen Bereiche fir die Auf- 
lésung von Blutfibrin tiberein. Das Optimum fallt nimlich auch 
fir das Enzym von Cucurbita gemi8 den Versuchen der 
Tabelle 7 etwa mit dem isoelektrischen Punkte dieses Substrates 





